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【目的】インヒビンは、1985年にラット脳下垂体からの卵胞刺激ホルモン（FSH）の分
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぬ泌に特異的なフィードバック的抑制因子として単離され、その部分構造を手がかりにクロ
ーニングされ全構造が解明された。さらにその翌年、インヒビンの最終精製工程のサブト
ラクションからインヒビンとは正反対の活性、即ち、FSH分泌促進活性を持つ蛋白質が
単離され、アクチビンと名付けられた。インヒビンはα鎖と2種類のβ鎖（βA鎖もしく
はβB鎖）およびアクチビンは2種類のβ鎖（βA鎖もしくはβB鎖）から形成されている2
量体である。従って、インヒビンにはαβAから成るインヒビンA、αβBから成るイン
ヒビンBがある。アクチビンにはβAβAから成るアクチビンA、βAβBから成るア
クチビンAB、βBβBから成るアクチビンBのそれぞれのアイソフォームが存在する。
アクチビンの生理活性作用は多彩で、卵黄刺激ホルモンの分泌調節作用の他に、発生過程
における中胚葉の誘導促進作用、白血病細胞の赤芽球への分化誘導作用、奇形腫由来細胞
株の神経分化抑制および神経栄養因子としての作用等が明らかにされている。
　魚類におけるインヒビンあるいはアクチビンの知見は乏しくその遺伝子構造およびその
生理活性についてはほとんど解明されていないのが現状である。そこで本研究では、対象
魚として水産養殖上重要であり、また、その生殖腺の成熟に関する内分泌学的調節の一部
が解明されているニジマスを供試魚として用い、ニジマスにおけるインヒビンおよびアク
チビンの遺伝子構造およびそれらの生殖腺成熟における役割を分子生物学的手法を用いて
解析した。
【方法】哺乳類等のインヒビンα鎖、アクチビン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖のア
ミノ酸配列を参考にディジェネレイトプライマーを殼計し、ニジマスの染色体DNAまた
は生殖腺由来のcDNAを鋳型としてPCRを行い、インヒビンあるいはアクチビンの成熟
タンパク質領域の一部の塩基を増幅した。このPCR産物の塩基配列を決定した。また、
ニジマス卵巣cDNAライブラリーおよびニジマスゲノムライブラリーを作成し、このPCR
産物あるいはcDNAをプローブとしスクリーニングを行い、それぞれのcDNAあるいは
遺伝子を単離した。さらに、これらの遺伝子の塩基配列をもとにα鎖、βA鎖あるいはβ
B鎖のcRNAを作成し、リボヌクレアーゼプロテクションアッセイ（RPA）および加sf蝕
ハイブリダイゼーションを行い、α鎖、βA鎖あるいはβB鎖の発現組織、生殖腺におけ
る発現時期および発現細胞の解析を行った。
【結果】ディジェネレイトPCR法により、ニジマスのインヒビンα鎖、アクチビン（イ
ンヒビン）βA鎖およびβB鎖の一部の塩基配列が単離された。この配列をプローブにニ
ジマス卵巣cDNAライブラリー（100万クローン）についてスクリーニングを行ったと
ころ、それぞれのcDNAが単離された。これらのクローンから推定されるアミノ酸配列
は、ヒトのα鎖、βA鎖およびβB鎖とそれぞれ約43％、60％および76％の相同性が認
められ、特に、成熟タンパク質領域では、それぞれ約60％、83％および87％と高い相同
性が認められた。また、これらのタンパク質分子内に存在するいくつかのモチーフ（糖鎖
の付加が予想されるコンセンサスな配列、スプライシングを受けるアルギニンリッチな領
域、システイン残基等）は良く保存されており、本研究で単離されたcDNAがそれぞれ
のタンパク質をコードしていることが示された。さらに、それぞれの遺伝子の構造解析の
結果、α鎖は約200bp、βB鎖は約6，000bpのイントロンを含む、2エクソン1イント
ロンの構造をとっていた。
　RPA法を用いた発現組織の解析の結果、βB鎖がほとんどすべての組織で広く発現が
認められたのに対し、α鎖およびβA鎖の発現は、卵巣および精巣等の生殖腺にのみ発現
が認められた。また、年間を通した生殖腺におけるそれぞれの発現量の変化は、精巣にお
いて顕著な発現量の変化は認められず、卵巣において、4月、5月をピークとするβA鎖
の一時的な発現量の増加が観察された。
　加sf蝕ハイブリダイゼーション法を用いた生殖腺における発現細胞を調べたところ、・
精巣では包嚢を取り囲む間質細胞において、卵巣では穎粒膜細胞や爽膜細胞において、α
鎖、βA鎖およびβB鎖の発現が確認できた。
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第一章
序論
1．インヒビンおよびアクチビンの歴史と背景
1－i．TGF一βスーパーファミリー
　　　Transforminggrowthfactor一β（TGF一β）スーパーファミリーとは、
TGF一βと類似の構造を持つ一群のポリペプチドである（Massagu6、1990；
Kings16y、1994）。現在このファミリーに属するポリペプチドはインヒビンお
よびアクチビンを含め30種以上報告されている（Kingsley、1994）。
　　　TGF一βスーパーファミリーのポリペプチドはいずれも約200～400ア
ミノ酸から成る前駆体タンパク質として転写された後に、C末端側の110～140
アミノ酸が切断され、この部分が活性を有するポリペプチドとなる。また、前
駆体タンパク質のN末端側の部分は、ポリペプチドが正しい立体構造をとり、
膜外に放出されるために重要であることび明らかにされている（Gray　and
Mason、1990）。活性を有するC末端側のポリペプチド内に存在する7個の
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システイン残基は、TGF一βスーパーファミリーにおいて、ほとんど共通して
確認されている。この7個のシステイン残基のうち、6個は単一のポリペプチ
ド内でジスルフィド結合を形成し、その結果、TGF一βスーパーファミリーの
ポリペプチドの立体構造は、類似したものと推定されている（Daopin　eむa1．、
1992；Schlunegger　and　Grutter、1992）。残る1個のシステイン残基は、異
なるペプチド間でジスルフイド結合を形成している。TGF一βスーパーファミ
リーに属するほとんど全てのポリペプチドは、1個のシステイン残基が形成す
るジスルフィド結合によって架橋されたダイマー構造を取っている．
1－ii．TGF一βスーパーファミリーの構成因子
　　　上述の構造上の共通点を持つTGF一βスーパー7アミリーについて、ア
ミノ酸配列をもとに作成した系統樹をFig。1、一1に示した。アミノ酸配列の相
同性からTGF一βスーパーファミリーは、TGF一βファミリー、アクチビン・
インヒビンファミリー、Bonemorphogeneticprotein（BMP）ファミリーお
よびその他のペプチドに分類される。
　　　TGF一βファミリーには、TGF一β1．～β5の5種類（Robertsand．Spom、
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1990）が含まれるが、TGF一β1～β3は哺乳類にみられ、TGF一β4はトリで、
TGF一β5はカエルでのみ確認されている。ただし、TGF一β4はTGF一β1と
の類似性が高く、トリ型のTGF一β1であろうと考えられている（BurtandLaw、
1994）。TGF一βは1978年、正常線維芽細胞を軟寒天培地中で増殖させる活性
を持つ増殖因子として腫瘍細胞の培養上清から分離された①e　Larco　and．
Todaro、1978）が後に、強力な細胞増殖抑制因子であることがわかった（Lβiho
e亡a1。、1990）。また、TGF一βはこのほかにも細胞外マトリックスの産生促進
（Massagu6、1990）、免疫抑制作用（Tada　e亡a1．、1991）などの生理活性を
有している。
　　　インヒビン・アクチビンファミリーには、インヒビンのα鎖およびイ
ンヒビン、アクチビンのβ鎖が含まれる。次いで、BMPファミリーには、ア
ミノ酸の相同性から、さらに3個のサブグループとそれに属さない近縁の因子
から構成されている。BMPは1965年Uristによって、脱灰骨基質中に異所性
骨形成を誘導するタンパク性因子としてその存在が指摘され（Urist、1965）、
この因子は骨誘導因子（BMP）と呼ばれるようになった（Urist、1973）。そ
の後、この因子の単離精製が試みられてき．たが、長い間その本体は不明であっ
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た（ReddiandHuggins、19723e（idi、1981）。1988年、GeneticsInstitute
社のグループがヒトBMPの遺伝子のクローニングに成功し、現在までにBMP－1
～BMP－8までの存在を報告している（Wozneye酸五、1988）。このうちBMP－1
を除くすべてはTGF一βスーパーファミリーに属している。
　　　上記のいずれにも属さないものとして、ウサギ胎仔精巣を除去すると
ミュラー氏管が消退せず、遺残することによりMuHerianinhibitingsubstance
（MIS）の存在が指摘され、その後、単離精製された（Cateθむ飢、1986）。
グリア細胞の培養上清中の神経栄養因子としてGhal　ce11－Hne　derived．
neurotrophic　factor（GDNF）の存在が指摘され（Engele　eむa1．、1991）、そ
の後、単離精製された（Lin　eむa1．、1993）もの等がある。
1一逝．インヒビンおよびアクチビンの発見
　　　下垂体中に出現する去勢細胞を抑制する精巣中の水溶性の物質がイン
ヒビンと命名された（McCunagh、1932）。その後、インヒビンは1974年に
ヒツジの精巣網液中に、1976年にウシの卵胞液中にFoUicle　stimulating
hormone（FSH）の分泌を特異的に抑制するタンパク質性の物質としてその
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存在が示された（de　Jong　and　Sharpe、1976）。1985年には異なる4か所の
研究グループからほぼ伺時にインヒビンの単離精製が報告された（Robertson
eむa1．、1985；Miyamoto　eむa1．、1985；Ling　e亡a1．、1985；Rivier　e亡a1．、1985）。
一方、1986年には卵胞液からインヒビンを純化精製していく過程で卵胞液中
に下垂体からのFSHの放出を促進する物質の存在が見いだされ（Vale　e亡aL、
19861Lingα訊、1986）、この物質はアクチビンと命名された。アクチビン
はその後、様々な生理活性機能が見いだされている。
H．インヒビンおよびアクチビンの構造
H－i．インヒビンおよびアクチビンの構造
　　　インヒビンおよびアクチビンの基本骨格は、前述したようにその一次
構造からTGF一βスーパーファミリーに分類されるα鎖およびβ鎖からなる
（Mason　e‘a1。、1985）。ヒトの場合、α鎖の分子量は18kダルトン（D）で
ある。β鎖には14kDの分子量を持つ異なるβA鎖およびβB鎖の2つの形が
存在し、これらは互いに64％の相同性を有する（Masone亡a1．、1986，1989）。
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α鎖は360個、βA鎖は462個、βB鎖は398個のアミノ酸から成る前駆体
として生合成され、ジスルフィド結合により架橋された2量体を形成した後、
酵素的プロセツシングによってα鎖は134個、βA鎖は116個、βB鎖は115
個のC末端側のアミノ酸から成る成熟ペプチドの2量体を形成する（Miyamoto
eむa1．、1986）。この2量体には、α鎖とβA鎖から成るインヒビンA、α鎖と
βB鎖から成るインヒビンB、βA鎖のホモ2量体から成るアクチビンA、β
B鎖のホモ2量体から成るアクチビンB、βA鎖とβB鎖のヘテロ2量体から
成るアクチビンAB等のアイソフォームが存在する（Fig．1－2）。また、近年、
分子生物学的手法を用いてクローニングされた、生理的機能が詳しく解明され
ていないβC（H6ttenθむa1．、1995）、βD（Odae亡a1．、1995）等のサブユニ
ットも確認されている。これらのサブユニットが既知のサブユニット（α、β
A、βB鎖）とどの様な相互作用をするのかについても不明である。
　　　ヒトインヒビンα鎖遺伝子は約L7kbのイントロンを挟んだ2っのエ
クソンから構成され、2番染色体上に位置する（Burt　and　Law、1994）．ラッ
トα鎖遺伝子は翻訳開始コドンより約100bp上流にCCAATボックスに似た
配列であるCTCAATという配列と、約30bp上流にTATAボックスに似た配
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列であるTAGAAという配列が存在する。さらに、α鎖のプロモーター領域に
はcAMP応答性配列が存在する（Pieθ亡a1．、1991）。ヒトアクチビンβA鎖遺
伝子は、7番染色体上に位置し少なくとも2つのエキソンから成り、成熟タン
パク質部分は後半のエクソンにコードされている。翻訳開始コドンより5雪上流
1857bpの位置に典型的なTATAボックス配列、さらに、その上流56bpの位
置に’ AATボックス配列が存在し、これらがアクチビンβA鎖遺伝子のプロ
モーター領域であると推定されている（Tanimoto　eむa1．、1991）。ヒトアクチ
ビンβB鎖遺伝子は2番染色体上に存在し、TATAボックス配列、CAATボ
ックス配列のようなプロモーター配列は存在せず、複数のGCボックスを含む
GC一リッチな配列が存在し、さらに、cAMP応答性配列が存在する（Mason　e亡飢、
1989）。また、37下流領域には、8個のポリA付加シグナルが存在し、3番目
のポリA付加シグナル以降には合計5個のATfTA（mRNA不安定化配列）が
存在する（Shaw　eむ証、1986）。
H－ii． レセプターを介したシグナル伝達
アクチビンは細胞膜上に存在するレセプターを介して、標的細胞に働
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きかけることが出来る。このレセプターは、ヨウ素の放射性同位体で標識した
アクチビンと特異的に結合する細胞膜上のタンパク質としてその存在が推定さ
れ（Suginoe亡a1．、1988）、さらに、その分子サイズからタイプ1（約50kD）、
タイプH（約65kD〉およびタイプ皿（約120kD）の3種類のレセプターの存
在が認められている（Hino　eむa1、、1989）。これらのレセプターのうち、現在
ま、でにタイプ1（Attisanoe砲1．、1993；tenD甑e　eむa1．、1994；Carcamoθ亡飢、
1994）、タイプII（Mathews　and　Valeθごa1．、1991；Attisanoθ‘威、1992；
Mathews　e亡a1．、1992）がクローニングされている。タイプ1レセプターには
ActR－1とA¢tR－I　Bの2種類が存在し、それぞれ509個と505個のアミノ
酸から成る。タイプ豆レセプターにはAct－REとそのアイソフォームである
ActR一豆Bが存在し、それぞれ513個と536個のアミノ酸から成る。これらは、
すべて1回膜貫通型タンパク質であり、大別して、細胞外領域、膜通過領域、
細胞内領域の3領域より成る（Fig．1－3）。これらのアミノ酸配列は相互によ
く類似しており、細胞外領域のシステイン残基や、細胞内領域のセリン／スレ
オニンキナーゼ様構造は特によく保存されている。また、ActR－lBは、膜通
過領域の両端にそれぞれアミノ酸レベルで8個および24個の選択的スプライ
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シング部位が存在し、ActR』B1～4の4型が確認されている。上述したすべ
てのレセプターには、広範囲の組織において発現しており生体内における種々
の作用に関与しているものと推定されている。アクチビンの細胞内へのシグナ
ル伝達は、アクチビン存在下においてタイプ1とタイプHのレセプターがヘテ
ロ複合体を形成することにより成されるものと推測されている（Mathewse亡a1．、
1994／。インヒビンのレセプターの存在については未だ確認されていない。
皿．インヒビンおよびアクチビンの生理機能
皿一i．インヒビンおよびアクチビン遺伝子の発現調節
　　　インヒビンやアクチビンのα鎖およびβ鎖のmRNAは、生体の様々な
臓器で検出され、α鎖のmRNA量は卵巣、睾丸、脳、脳下垂体、副腎などに
多く、βA鎖のmRNA量は胎盤、卵巣、骨髄などに多く、βB鎖のmRNA量
は卵巣に多い（Meunireθむ飢、1988）（Table　I－1）。αおよびβ鎖の遺伝子
は組織に依存して、発現量が異なり、インヒビンを産生する卵巣ではα鎖の
mRNA量が多い．また、βA鎖のホモ2量体であるアクチビンA（赤芽球分
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化誘導因子）が機能する骨髄では、α鎖やβB鎖のmRNAは検出されず、βA
鎖のmRNAのみが検出される。一方、これらのサブユニットは少ないながら
も多くの組織で発現しており、その生理活性の多様さが推察できる。
皿一ii．アクチビンで誘導される遺伝子
　　　アクチビンは多くの遺伝子を制御していることが報告されている
（Table　II－2）。特に両生類においてアクチビンが強い中胚葉誘導活性を持つ
ことが示されて以来（Asashima　e亡a！．、1991）、ホメオボックスタンパク質を
含む、動物の形態形成や細胞分化に関わる転写調節因子がアクチビンによって
誘導されることが明らかにされつつある。
皿一通．インヒビンおよびアクチビンの生理活性機能
①FSH調節因子
　　　脳下垂体からの卵胞刺激ホルモン（FSH）の分泌は、他の脳下垂体ホ
ルモンと同様に視床下部一脳下垂体一標的器官（性腺）系のフイードバツクシス
テムにより調節されている（Fink、1988）．．特に脳下垂体からのFSH分泌を
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調節する性腺からの情報は、性ステロイドホルモンばかりでなく、水溶性でタ
ンパク質性の因子である、アクチビンやインヒビンによっても制御されている。
加v雄oの系において、アクチビンやインヒビン存在下で脳下垂体前葉細胞を
培養し、FSHの挙動を調べた結果（Fukudaeむa1．、1987）、アクチビンはFSH
の合成を促進し、インヒビンはFSHの合成を阻害することが確認されている。
②赤芽球系分化誘導因子
（a）［
芽球系白血病細胞に対する分化誘導作用
　　　アクチビンは加vf顔oの系において、マウスフレンド細胞（Etoe酸孟、
1987）、ヒトK－562細胞（Yuθ紐1。、1987；Murataθむ飢、1988；Miyamotoθ古
証、1990）、ヒトHEL細胞、ヒトJK－1細胞等の赤白血病細胞に働き、ヘモグ
ロビン陽性細胞への分化を誘導する。また、加弱voの系においては、アクチ
ビンの分化誘導作用が制癌効果に結びつくことが、フレンド細胞移植マウスを
モデルに用いた実験で示されている（Siozakiθむa1．、1990）。フレンド細胞を
ヌードマウスの皮下に接種し、造成した固形腫瘍のサイズを経日的に計測した
ところ、アクチビン腫瘍内投与群で腫瘍進展の有意な抑制が認められ、対照動
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物と比較して延命効果も認められている。このとき腫瘍組織を免疫組織化学法
で調べたところ、アクチビン処理マウスでのみ癌細胞がヘモグロビン陽性に分
化していることが観察され、アクチビンが生体内でも分化誘導作用を示し、こ
の作用が制癌効果に結びつくことが示唆されている（Siozaki　e‘証、1ggo）。
（b）赤血球造血におけるアクチビンの作用
　　　赤血球は、骨髄中にあるすべての血球細胞の親細胞（多能性造血幹細
胞）が、赤芽球バースト形成細胞（BFU－E）、赤芽コロニー形成細胞（CFU－E）、
前赤芽球といった分化段階を経て、成熟赤血球となり、末梢血中に放出される。
アクチビンが赤白血病細胞株ばかりでなく正常な赤芽球系造血にも作用するこ
とが、加帆roの系において、赤芽球系コロニーアッセイ法による実験で示さ
れている（Broxmeyerθむa！．、1988）。アクチビンは赤血球造血の際に、間接
的にBFU－Eへの、直接的にCFU－Eへの分化に対して作用している。また、
同様の作用がマウスを用いた加vルoの系においても明らかにされている
（Siozaki　e亡a1．、　1989）。
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③神経栄養因子
　　　マウステラトカルシノーマP19細胞株（cAMP、DEMSO、レチノイン
酸等によって神経様細胞に分化しうる幹細胞）、ラット脳由来の神経細胞株、
網膜神経細胞等に対する生存促進作用をアクチビンが有することが確認されて
いる（Schuberte亡a1．、1990）。
④細胞増殖因子
　　　ラミニン、フィブロネクチン、コラーゲン等の細胞外マトリックスと
の相互作用でアクチビンは、マウステラトカルシノーマP19細胞株に対して増
殖因子として働き、細胞の分裂を促進することが解明されている（Schubert
and　Kimura、　1991）。
⑤中胚葉誘導因子
　　　アクチビンは、アフリカツメガエルの胞胚期のアニマルキャップを背
部系の中胚葉に誘導することが確認されている（Asashima　e亡a1．、1991）。ア
クチビンによる中胚葉誘導の特徴は、背部系中胚葉誘導以外に、アクチピン処
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理されたアニマルキャップはオーガナイザーの役割を果たす（RuiziA！tabaand
Melton、1989）、濃度勾配に応じて異なった中胚葉組織を誘導できる（Asashima
e亡a1．、1991）、卵細胞の中にアクチビン特有の活性がある（Asashima　eむ飢、
1991）、アクチビン遺伝子は初期胚中で転写される（Thomsen　e亡紐．、1990）、
合成mRNAを割球に顕微注射すると二次胚が形成される（Thomsen　e亡飢、
1990）こと等である。
IV．魚類におけるインヒビンおよびアクチビン
　　　魚類におけるアクチビン遺伝子の構造は、1993年にキンギョにおいて
報告された（Ge　e亡a1．、1993a）。この報告によって、魚類におけるアクチビン
の成熟タンパク質部分の遺伝子の構造が初めて明らかにされた。続いて、メダ
カとゼブラフィッシュにおいてアクチビンの成熟タンパク質部分の遺伝子の構
造が明らかにされた（Joachim　e亡飢、1994）。キンギョにおいてはβB鎖の
cDNAについてもその構造が解析されている（Ge　e亡飢、1997a）。また、アク
チビンのレセプターについては、キンギョにおいてタイプ亘Bの構造解析が行
われている（Ge　e亡a！．、1997b）。
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　　　また、魚類におけるアクチビンの生理活性機能は、キンギョ脳下垂体
培養細胞におけるゴナドトロピンの放出促進作用（Ge　eむ証、1993b）、メダカ
卵発生過程における中胚葉誘導作用（Wittbrodt　and　Rosa　e亡a五、1994）、ウ
ナギ精巣培養細胞における細胞増殖因子としての作用（Miuraθ‘飢、1995）
等が報告されている。
　　　しかし、魚類におけるインヒビン遺伝子の構造および生理活性機能に
ついては全く解明されていない。
　　　以上のように、哺乳類等においては、インヒビンおよびアクチビンの
構造および生理活性機能がかなり詳細に調べられているのに対し、魚類におけ
るインヒビンあるいはアクチビンの知見は乏しくその遺伝子構造およびその生
理活性についてはほとんど解明されていないのが現状である。そこで本研究で
は、対象魚として水産養殖上重要であり、また、その生殖腺の成熟に関する内
分泌学的調節の一部が解明されているニジマスを供試魚として用い、ニジマス
におけるインヒビンおよびアクチビンの遺伝子構造およびそれらの生殖腺成熟
における役割を分子生物学的手準を用いて解析した。
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　　　本論文では、第二章および第三章でニジマスのインヒビンα鎖、アク
チビン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖のcDNAおよび遺伝子のクローニン
グについて、第四章から第六章において、それらの発現組織、発現細胞および
発現時期にっいて、それぞれ記し、第七章で総合的な考察を行っ癒。
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　　　　　　　　　　　　　　第二章
　　　　　ニジマスインヒビンα鎖、アクチビン（インヒビン）
　　　　　　　　βA鎖およびβB鎖cDNAの構造解析
1．材料および方法
1－1．ディジェネレイトプライマーを用いたα鎖、βA鎖およびβB鎖成熟
タンパク質領域の部分的なクローニング
ト1－i．供試魚
　　　東京水産大学大泉実験実習場にて継代飼育されているニジマス
（Oncorhynchusm／kfss）（魚体重650g）を用いた．
1－1－ii．鋳型DNAの調整
（a）α鎖
　　　ニジマス精巣からTrセol（Life　Technologies、U．S．A．）を用いて全
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RNAを抽出、精製し、Ready－To－GoT－Primed　First－Strand．Kit（Phamacia
Biotech、U．S。A．）を用いてcD煎Aの合成を行い、α鎖のディジェネレイトPCR
の鋳型DNAとして用いた。
　　　ガラス製ホモジナイザーに3醜のTrセolおよびニジマスの精巣100mg
を入れ、充分に組織をすり潰した後、3本の微量遠心チューブ（1．5m9容量）1
m9づつ分注した。この溶液を21Gの注射針の中を10回程度、通過させること
により染色体DNAの巨大分子の切断を行た。室温に5分間放置した後、0．2
醜のクロロホルムを加え、15秒間激しく撹搾し、室温で3分間放置した。次
いで、12，000回転、4℃で15分間遠心し、上層の水相を別の微量遠心チュー
ブ（L5m9容量〉に移した。このチューブに0．5mOのイソプロピルアルコール
加え、室温で10分間放置した後、12，000回転、4℃で10分間遠心し、RNA
を沈殿させた。上清をマイクロピペットを用いて除去し、1mρの75％エタノー
ル（日本アルコール、Japan）を加え軽く撹搾した後、12，000回転、4℃で5
分間遠心した。上清をマイクロピペットを用いて除去し、5分間風乾した後、10
μ1の二炭酸ジエチル（WakoPure　ChemicalInd．ustries、Japan）処理水（Table
H－1）を加え、氷水中にてRNAの沈殿を完全に溶解させた。溶解後、吸光光
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度計GeneQuantを用いてRNA濃度を測定した。
　　　濃度測定後、二炭酸ジエチル処理水を用いて総液量を33μ1とし、65℃
で5分間保温した。このRNA溶液とRead』y－To－Go　Reaction　Mtxチューブ
を37℃で5分間保温し、これをReady－To－Go　Reaction　Mbζチューブに加
え、さらに5分間保温した後、穏やかに混和し軽く遠心した。次いで、このチ
ューブを37℃で1時間保温し、cDNAの合成を行った。
（b）β鎖
　　　ニジマス血液からDNA　Isolation　Kit（Gentra　Systems、U．S．A．）
を用いて染色体DNAの抽出を行い、βA鎖およびβB鎖のディジェネレイト
PCRの鋳型DNAとして用いた。
　微量遠心チューブ（！．5mρ容量）に4μ1の血液を入れ、次いで、0．6醜のCell
Lysis　Solution（DNA　Isolation　Kit）を加えた。この溶液を、マイクロピ
ペツターを用いて素早く5回出し入れし、撹幹した。さらに、3μ1の1mg／mO
のRNaseA（KantoChemica1》Japan）を加え、25回転倒混和し、37℃で15
分間反応させた。反応後、溶液が室温になるまで放置し、O．2m9のProtein
Precipitation　Solution（DNA　Isolation　Kit）を加えた。この溶液を、ボルテ
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ックスミキサーを用いて20秒間撹搾後、15，000回転で3分問遠心し、タンパ
ク質を沈殿させた。上清を別の微量遠心チューブ（L5魏容量）に移し、0．6mρ
のイソプロピルアルコール（Kanto　Chemical、Japan）を加え、50回転倒混
和した．次いで、15，000回転で1分問遠心し、染色体DNAを沈殿させた。上
清をアスピレーターを用いて除去した後、0．6醜の70％エタノールを加え、静
かに転倒混和し、15，000回転で1分間遠心した。上清をアスピレーターを用
いて除去し、染色体DNAを3分間真空乾燥させた．このチューブに0．2魏の
TEバッファー（Table　H－2）を加え、65℃で1時間保温し、DNAを溶解さ
せた。沈殿が完全に溶解した後に、吸光光度計GeneQuantを用いてDNA濃
度を測定した。
1－1－iH．ディジェネレイトプライマーの設定
（a）α鎖
　　　既知のインヒビンα鎖の塩基配列から推定されるアミノ酸配列のアラ
イメント（Fig。∬一季）をとり、種を越えて保存されている領域の推定を行い、
Fig．∬一1に示したS1、S2の部分に5’側のディジェネレイトプライマー（Table
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∬一3）を設定した。3’側のプライマーには、cDNA合成の際に付加された3’末
端側の配列に対して設定した（Table　H－3）。
（b）β鎖
　　　既知のインヒビン（アクチビン）βA鎖およびβB鎖の塩基配列から
推定されるアミノ酸配列のアライメント（Fig．II－2）をとり、種を越えて保
存されている領域の推定を行い、Fig．E－2に示した成熟タンパク質をコード
している領域においてそのアミノ酸配列が互いによく保存されているN末端側
およびC末端側にディジェネレイトプライマーを設定した（Table　H－4）。そ
れぞれのプライマーの5末端には以降の実験操作を簡便にするためにBamH　I
あるいは．EcoRIの制限酵素認識部位を付加した。
1－1－iv．PCRの反応条件
（a）α鎖
　　　Polymerasechainreaction（PCR）（lmieむa1．、1988）はPCR用微
量遠心チューブ（0．2鯉容量）を用い、Table　II－5に示したPCR反応液を調
整し、温度制御はTakara　PCR　ThemaユCycler　MP（Takara、Japan）を用
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いてTable　H－6に示したPCR反応条件で行った。
（b）．β鎖
　　　PCRは微量遠心チューブ（0．5醜容量）を用い、Table　II－7に示した
PCR反応液を調整し、温度制御はZymoreactor（Atto、Japan）を用いてTable
II－8に示したPCR反応条件で行った。
1－1－V。使用したベクター、大腸菌および培地
（a）α鎖
　　　PCR産物のクローン化にはプラスミドベクターのpGEME⑧一T　Easy
（Promega、U．S。A．）（Table　H－9）を用いた。pGEME－T　Easyの宿主菌と
しては大腸菌JM109株（Table　II－9）を使用した。JM109株の培養には2×　YT
培地（Table　H－10）を用い、37℃で培養した。
（b）β鎖
　　　PCR産物のクローン化にはプラスミドベクターのpUC118（Table　II
－9）を用いた。pUC118の宿主菌としては大腸菌JM109株（TableH－9）を
使用した。JM109株の培養には2×　YT培地（Table　H－10）を用い、37℃
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で培養した。
1－1－vi．PCR産物のベクターへの導入
（a）α鎖
　　　PCR産物に0．2倍量のローディングバッファー（Table　H－11）を加
え、L2％アガロースゲル（アガロースS）（ニッポンジーン、Japan〉［O．1ng／
魏のエチジウムブロマイド（Wako　Pure　Chemical　hdustries、Japan）含］
を用いてTBEバッファー（Table　E－12）中で電気泳動を行い、目的とするDNA
断片を分離した。約500bp付近のDNA断片を短波長イルミネーター（マナス
ル化学工業、Japan）の紫外線下において、カッターナイフを用いて切り出し
た。このゲルブロックを、片側をストッパー（三光純薬、Japan）で密封した
直径16㎜、長さ100㎜の透析膜チューブ（三光純薬、Japan）に入れ、膜チ
ューブ内をTEバッファーで満たした。もう一方の側もストッパーで密封し、
電気泳動した後、短波長イルミネーターを用いてDNA断片がゲルから溶出し
ているのを確認し、最初の泳動方向とは逆向きに10秒間電気泳動した。泳動
後、片側のストッパーをはずしチューブ内のTEバッファーを微量遠心チュー
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ブ（L5me容量）に回収した。さらに、チューブ内を0、2m£のTEバッファー
で濯ぎ、回収した。この回収したTEバッファーと等量のTE’ッファー飽和
フェノールを加え、ボルテックスミキサーを用いて20秒間撹搾した後、13，500
回転で5分間遠心した。水相を別の微量遠心チューブ（1．5魏容量）に移した。
この水相と等量のフェノールークロロホルムーイソアミルアルコール（25：24：1）
を加え、ボルテックスミキサーを用いて20秒問撹搾した後、13，500回転で5
分間遠心した。水相を別の微量遠心チューブ（1．5魏容量）に移し、再度、同
様の処理を行った。水相に等量のイソプロピルアルコールと0．1倍量の3M酢
酸ナトリウムを加え、ボルテックスミキサーを用いて20秒間撹幹した後、室
温で5分間放置した。次いで、15，000回転で15分問遠心し、断片DNAを沈
殿させた。上清をアスピレーターを用いて除去し、1mCの75％エタノールを加
え静かに転倒混和し、15，000回転で5分間遠心した。上清をアスピレーター
を用いて除去し、DNAを3分間真空乾燥させた後、50μ1のTEバッファーを
加え、DNAの沈殿を溶解させた。DNAの沈殿が完全に溶解した後に、吸光光
度計GeneQuantを用いてDNA濃度を測定した。上記で調整したPCR産物と
pGEME＠一T　Easyを同じ微量遠心チューブ・（O．5mρ容量）に入れ、TableH－13
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に示した反応液にて4℃で12時間反応させ、PCR産物とpGEME③一T　Easyの
ライゲーションを行った。
（b）β鎖
　　　50μ1のPCR産物にEcoRI（Takarす、Japan）を15ユニット（U）、
BamHI（Takara、Japan）を12U、および10μ1の10×　TCMbuffer（Table
豆一14）を加え、滅菌蒸留水で100μ1にし、37℃で2時間反応させDNAを消
化した。プラスミドベクターpUC118も同様の処理を行った。反応液に等量の
フェノールークロロホルムーイソアミルアルコール（Table　H乙15）を加え、ボ
ルテックスミキサーを用いて20秒間撹幹した後、13，500回転で5分間遠心し
た。上層を別の微量遠心チューブ（1．5醜容量）に移した。次に、等量のジエ
チルエーテル（KantoChemical、Japan）を加え、100回転倒混和し、13，500
回転で5分間遠心した。ジエチルエーテル相をアスピレーターを用いて除去し、
水相の0．1倍量の3M酢酸ナトリウム（Wako　Pure　Chemical　Industries、
Japan）および2．5倍量の99％エタノールを加えた。さらに、ボルテックスミ
キサーを用いて20秒間撹幹した後、室温で5分間放置した。次いで、15，000
回転で15分間遠心し、PCR産物とpUC118を沈殿させた。上清を除去し、1
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mCの75％エタノールを加え、静かに転倒混和し、15，000回転で5分間遠心し
た。上清を除去し、沈殿DNAを真空乾燥機を用いて3分問乾燥させた後、50
μ1のTEバッファーに溶解させた1完全に溶解した後、吸光光度計GeneQuant
（Phamacia、U．S．A．）を用いてDNA濃度を測定した。上記で調整したPCR
産物とpUC118を同じ微量遠心チューブ（0．5魏容量）に入れ、Tablen－16
に示した反応液にて15℃で12時間反応させ、PCR産物とpUC118のライゲ
ーションを行った。
1－1一頑．大腸菌への形質転換
　　　ライゲーションした組換え体プラスミドDNAの大腸菌への形質転換は
塩化カルシウム法（Sambrookeむa！。，1989）により行った。
　　　大腸菌JM109株を5mOの2×　YT培地に接種し、一晩、37℃で前培
養した。この培養液0．1観を3mCの2×　YT培地に植え継ぎ、次いで、菌が
対数増殖期の状態になるまで3時間ほど37℃で培養した。この培養液1mρを
微量遠心チューブ（1．5mρ容量）に移し、6，000回転で2分間遠心し、集菌し
た．培地をデカンテーションにより除去し、・再度、軽く遠心後、マイクロピペ
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ッターを用いて完全に培地を除去した。この菌体を氷冷した1魏のトランスフ
ォーメーションバッファー（Table　E－17）に懸濁して、6，000回転で2分間
遠心し、集菌した。上清をマイクロピペッターを用いて完全に除去し、再度、
O，2醜の氷冷したトランスフォーメーションバッファーに懸濁した．この菌体
0．1mCにライゲーションを行った組換え体プラスミドDNAを・5μ1加え、氷温
で30分間静置した後、42℃で45秒間保温し、さらに、氷水中で急冷してヒ
ートショックを行った。氷水中に5分間静置後、0．5m9の2×　YT培地を加え、
37℃で30分間振邊培養した。この菌液を2×　Yr一アンピシリンーXga1平板
（Table　H－18）にコンラージ棒を用いて塗沫し、37℃で一晩培養した。翌日
増殖した大腸菌のコロニーのうち白色のコロニーを釣菌した。
1－2．ニジマス卵巣cDNAライブラリーの構築
卜2－i．供試魚
　　　東京水産大学大泉実験実習場にて継代飼育されているニジマス（0．
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mfkfss）（魚体重L3kg）を用いて本実験を行った。
1－2－ii．RNAの抽出
①．TotalRNAの抽出
　　　Total　RNAの抽出は、ニジマスの卵巣よりTrizolを用いて、1－ii一（a）
に記した方法に準じて行った。
②．mRNAの抽出
　　　全RNAからのmRNAの抽出には、QuickPrep脳MicromRNA
Purification　Kit（Table豆一19）（Pharmacia、U．S．A．）を用いて行った。
　　　微量遠心チューブ（L5m9容量）に10μgのii一①で抽出したRNAを
入れ、0．4麗のExtractionBuffer（Table　H－19）を加え、撹幹した。次いで、
0．8m9のElutionBuffer（Table　H－19〉を加え、軽く撹搾した。撹幹後、12，000
回転で1分間遠心した。別の微量遠心チューブ（L5mC容量）に1m£のOhgo
（dT）一Cenulose（Table豆一19）を入れ12，000回転で1分間遠心し、O互go
（dT）一CeUuloseの上清をマイクロピペットを用いて除去し、サンプルの上清
をOHgo（dT）一CeHuloseのペレットに加えた。．次いで、3分問転倒混和し、
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OHgo（dT）一CeUuioseにmRNAを結合させ、12，000回転で10秒間遠心し
た。遠心後、マイクロピペットを用いて上清を除去した。このOHgo（dT）一
CeUuloseのペレットに1魏のHigh－Salt耳uffer（TableII－19）を加え、軽
く転倒混和し懸濁させ、12，000回転で10秒間遠心した後、上清をマイクロピ
ペットを用いて除去した。この操作．をさらに4回繰り返した。このOHgo（dT）
一CeHuloseのペレットに1m9のLow－SaltBuffer（Table且一19）を加え、軽
く転倒混和し懸濁させ、12，000回転で10秒間遠心した後、上清をマイクロピ
ペットを用いて除去した。この操作をさらにもう2回繰り返した。このO丘go
（dT）一CeUuloseのペレットに0．3m¢のLow－Salt　Bufferを加え懸濁させ、
微量遠心チューブ（L5醜容量）に設置したMicroSpin　Column（Table　H－19）
に移した。このカラムを12，000回転で5秒間遠心し、バッファーを微量遠心
チューブ（L5mC容量）に回収した。このバッファーを除去し、カラムに0．5
醜のLow－Salt　Bufferを加え、12，000回転で5秒間遠心した。この操作をさ
らに、2回繰り返した。このカラムを別の微量遠心チューブ（王．5醜容量）に
移し、前もって、65℃に保温しておいたElution　Bufferを0．2漉加え、12，000
回転で5秒間遠心した後、さらにElutiOn　Bufferを0．2mρ加え、12，000回転
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で5秒間遠心した。この微量遠心チューブ（L5魏容量）に10μ1のGlycogen
Solution（TableII－19）、40μ1のKAcetateSolution（TableH－19）およ
び1醜の一20℃に冷却した99％のエタノールを加え、一20℃で30分問冷却した。
次いで、15，000回転、4℃で5分間遠心した後、上清をマイクロピペットを用
いて除去し、5分間真空乾燥した。乾燥させたRNAに16μ1の二炭酸ジエチ
ル処理水を加え、60℃で15分間保温し、完全に溶解させた。mRNA濃度は吸
光光度計GeneQuant用いてを測定した。
1－2－hi．cDNAの合成
　　　mRNAからのcDNAの合成は、TimeSavercDNASynthesis　Kit（Table
H－20）（Phamacia、U．S．A．）を用いて行った。
①．cDNAの合成
　　　ii一②で調製した2μgのmRNAに二炭酸ジエチル処理水を加え総液
量を20μ1にし、65℃でIO分間保温した後、氷水中で急冷した。次いで、こ
れにFirst－Strand　Reaction　Mtx（Table　H－20）に1μ1のDTTSolution（Table
II－20）、および1μ1の0昼go（dT）、聾、、・（Table　E－20）を加え、ピペッテ
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イングにより混和し、37℃で1時間保温した。保温後、このサンプル
Second－Strand　Reaction　Mtx（Table　II－20）に加え軽く混和し、12℃で3
0分、次いで、22℃で一時間保温した。保温後、65℃で10分間加熱し室温
まで冷却後に、100μ1のフェノールークロロホルムーイソアミルアルコール
（25：24：1）を加え、良く混和し、13，500回転で1分間遠心し、上清を回収し
た。この上清を血一③で調製したスパンカラム（Table豆一20）のベッドの上面
の中心に静かに滴下し、1，500回転で2分間、スイングローターの遠心機で遠
心し、溶出物を回収した。
②．アダプターの付加
　　　血一①で調製したサンプルにTable　H－21に示す試薬を加え、穏やかに
混和した後に、軽く遠心し、16℃で1時間保温した。次いで、65℃で10分間
保温した後、氷水中で急冷し、L5μ1のATP　Solution（Table　H－20）および
1μ1のT4Pob7nucleotide　Kinase（Table　H－20〉を加え、軽く混和し、37℃
で30分間保温した。保温後、65℃で10分間加熱し室温まで冷却後に、140
μ1のフェノールークロロホルムーイソアミルアルコール（25：24：1）を加え、良
く混和し、13，500回転で1分間遠心し、上清を回収した．この上清を世一③で
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調製したスパンカラムのベッドの上面の中心に静かに滴下し、1，500回転で2
分間、スイングローターの遠心機で遠心し、溶出物を回収した。
③．スパンカラムの調製
　　　スパンカラムを上下に反転させ、保存バッファーとSepharose＠CL－4B
ゲルを再懸濁させた後、カラムのキャップを上、下の順で取り外し、保存バッ
ファーを流しきり、下のキャップを取り付けた。ここにライゲーションバッフ
ァー（Table∬一22）を2魏加え、上のキャップを閉じ、カラムを上下に反転
させ、ゲルを懸濁させた後、先ほどと同様にバッファーを流しきった。同様の
操作をさらに、2回繰り返し、ゲルをライゲーションバッファーで平衡化した。
次いで、このカラムを1，500で2分問、スイングローターの遠心機で遠心し、
ゲルのベッドを作成した。
1－2－iv．使用したベクター、大腸菌および培地
　　　cDNAライブラリー構築の際にはベクターとしてLambda　ZAP⑪E
（Stratagene，U．S．A．）（Table　H－23）を用いた。Lambda　ZAP⑪Hの宿主菌
としては、大腸菌XL1－BlueMRF〆株（TableH－23）を使用した。また、ラ
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イブラリーのプラスミド化にはExAssist別helperphage（Table　H－23）を、
宿主菌としては、大腸菌SOL蝕rTable　H－23）株を使用した。これらの大腸
菌の培養にはLB培地（Table豆一24）を用いた。
1－2－V．ライゲーション
　　　2一壷一②で回収した溶出物をライゲーションバッファーを用いて、総液
量を150μ1にあわせ、このうちの15μ1と4μ1のLambdaZAP⑧1工（500μg／
mρ）、1μ1の3M酢酸ナトリウムおよび50μ1の一20℃に冷却した99％のエタ
ノールを加え、一80℃で30分間冷却した。次いで、15，000回転、4℃で10分
問遠心した後、上清をマイクロピペットを用いて除去し、5分間真空乾燥した。
乾燥後、Table　H－22で示した試薬を加え、16℃で30分間保温した。
1－2－vi．パッケージング
　　　加vf亡roのパッケージングには、Max　Pla劉Lambda　Packaging
Extract（EpicenterTechnologies、U．S．A．）を使用した。
　一80℃で保存していたPackaging　Extractを室温で融解させ、2－vで作成し
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たライゲーションサンプルを5μ1加え、空気の泡が入らないように注意しなが
らピペッティングにより混和し、軽く遠心後、22℃で1時間保温した。次いで、
500μ1のSMバッファー（Table　II－25）を加え軽く混和した後、25μ1のク
ロロホルムを加え軽く混和した。
1－2一顧．ライブラリーの力価の測定
①．宿主菌の調製
　　　大腸菌XL1－Blue　MRF’株を0．2％のマルトース（Kanto　Chemica1、
Japan〉と10mMの硫酸マグネシュウム（Kanto　Chemica1、Japan）を含む5
並のLB培地に接種し、一晩、前培養した。この培養液を0．1mC取り、3mCの
0．2％のマルトースと10mMの硫酸マグネシュウムを含むLB培地に植え継ぎ、
さらに、菌が対数増殖期の状態になるまで3時間ほど培養した。この培養液を
1m9取り、微量遠心チューブ（L5mC容量）に移し、2，000回転で10分間遠心
し、集菌した。培地をデカンテーションにて除去し、再度、軽く遠心後、マイ
クロピペッターを用いて完全に培地を除去した。次いで、0．35meの10mMの
硫酸マグネシュウムを加え、穏やかに混和した。
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②．ベクターのセルフライゲーション率の測定
　　　2－viで作成したcDNAライブラリー500μ1のうち1μ1を2一通一①で
調製した大腸菌XL1－BlueMRF’株200μ1にプラスチックの小試験管内で感
染させ、37℃で15分間保温した。次いで、3mρのNZYトップアガー（Table　H
－26）、15μ1の0．5MI盟Gおよび50μ1のX－ga1（250mg／m£）を加え、NZY
平板（Table　H－26）に注いだ。この平板を37℃で12時間培養し、生じたプ
ラーク数とその色（透明あるいは青）を観察することにより、セルフライゲー
ション率の測定を行った。
③．ライブラリーの力価の測定
　　　2－viで作成したcDNAライブラリーの原液を10倍、100倍、1000倍
に段階希釈し、それぞれ3μ1を2－v簾一①で調製した200μ1の大腸菌XL1－Blue
MRF’株にプラスチックの小試験管内で感染させ、37℃で15分間保温した。
次いで、NZYトップアガーを加え、NZY平板に注いだ。この平板を37℃で12
時間培養し、生じたプラーク数を計測し、このcDNAライブラリーの力価の計
算を行った。
35
1－3．cDNAライブラリーのスクリーニング
1－3－i．メンブレンフィルターの作成
　　　2一頑で力価を測定したcDNAライブラリーを5×104クローンになる
ようにSMバッファーで希釈し、角シャーレ（14c盈×10cm）で作成したNZY
平板に2一頭と同様の方法で重層した。この平板を37℃で8時間ほど培養し、
プラークの直径が1㎜前後になったところで4℃に移し、2時間放置した。次
いで、角シャーレのサイズに合わせて切ったHybond．一N＋（Amersham、U．K．）
を気泡が入らないように平板上に置いた。次に、メンブレンフィルターの縁近
くにメンブレンフィルターと平板両方に、墨汁を付けたシリンジを突き刺して
非対称の位置になるように3ヵ所に印を付けた。この状態で1分間放置後、メ
ンブレンフィルターを平板からピンセットを用いてはぎ取り、プラークと接し
ていた側を上にして変性溶液（Table　H－27）に浸した濾紙上に7分間放置し
た。次いで、メンブレンフィルターをプラークと接していた側を上にして、中
和溶液（Table　H－28）に浸した濾紙上に、3分間放置後、新たに中和溶液で
浸した新しい濾紙を用い、この操作を繰り返した。このメンブレンフィルター
を2×SSPE（Table　H－29）中で振邊洗浄し、プラーク側を上にして濾紙上
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に置き風乾した後、0．4M水酸化ナトリウムを浸み込ませ込ませた濾紙上で20
分間放置した。さらに、5×SSPE中で1分間振塗洗浄を行い、濾紙上にて風
乾した。
1－3－ii．プローブの調製
　　　ハイブリダイゼーションに用いたプローブはPCRを用いてクローン化
したニジマスアクチビン遺伝子を含むプラスミドより制限酵素を用いてα鎖、
βA鎖およびβB鎖を切り出し、それら断片DNAを用いた。これら断片DNA
の標識は32：P－dCTP（室町化学工業、Japan）およびRandom　Primer　DNA
Labeling　Kit　Ver．2（Table　P30）（Takara、Japan）を用いてランダムプラ
イマーDNAラベリング法（FeinbergandVogelstein、1983）で行った。
①．プローブの精製
　　　各プラスミドDNAを制限酵素EcdRIおよびBamH　Iを用いて消化し
た。反応には微量遠心チューブ（1、5醜容量）を用い、Table　II－31に示す反
応系により、37℃で2時間反応させ、消化した後、1－vi一（a）と同様の方法で目
的断片DNAを切り出した。
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②．プローブの標識
　　　微量遠心チューブ（0．5mC容量）を用い、3－ii一①で精製したDNAを
テンペレートとしTable　l－32に示した反応液を調製した。この反応液を95℃
で3分間加熱し、氷水中で急冷して5分間放置した。反応液にTable　II－33に
示した試薬を加え、37℃で15分間反応させた後、酵素を失活させるために65℃
で5分間加熱し、続いて、DNAを1本鎖にするために95℃で3分間加熱し、
氷水中で急冷した。
1－3一童．ハイブリダイゼーション
　　　ハイブリバッグ（コスモバイオ、Japan）の中に、10戚のハイブリダ
イゼーションバッファー（Table　H－34）と3－iで調製したメンブレンフィル
ターを入れ、気泡が入らないようにポリシーラー（富士インパルス、Japan）
を用いてバッグを密封した。このバッグを65℃の温水中で1時間振盈した。
次いで、バッグの一端を切除し、3－ii一②で10μ1の標識したプローブを、メ
ンブレンに直接当たらないようハイブリダイゼーションバッファーに加えた。
再度、ポリシーラーを用いてバッグを密封した。このバッグを65℃の温水中で
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12時間振邊した後、バッグからメンブレンフィルターを取り出し、0．1％のSDS
を含む2×　SSPE溶液に浸し、室温で10分間振量洗浄した。再度、同様の条
件で洗浄した。続いて、メンブレンフィルターを0．1％のSDSを含む1×　SSPE
溶液に浸し、65℃で15分間振塗洗浄した。最後に、メンブレンフィルターを
0．1％のSDSを含む0．1×　SSPE溶液に浸し、65℃で10分間振邊洗浄した。
洗浄後、メンブレンフィルターをサランラップで包み、フィルムカセットに入
れ、暗室下でX線フィルム（富士写真フイルム、Japan）をその上に挟み込み、
一80℃で72時間感光させた。次いで、遮光状態でX線フィルムを取り出し、
現像液（富士写真フィルム、Japan〉に5分間浸した。とのX線フィルムを定
着液（富士写真フィルム、Japan）に3分間浸し、最後に流水中でよく洗浄し
た。また、感光の終了したメンブレンフィルターからプローブを除去するため
に、メンブレンフィルターを沸騰させた0．5％のSDS溶液に浸し、溶液の温度
が室温に下がるまで放置し、再度、ハイブリダイゼーションに使用した。
1－4．プラスミドの分離および精製
　　　白色の形質転換コロニーを2×　YT一アンピシリンーXgal平板に再度塗
39
沫し、分離した。この分離した大腸菌を3m£の2×　YT一アンピシリン（Table　H
－35）培地に接種し、37℃で一晩培養後、1醜の培養液を微量遠心チューブ（1．5
mC容量）に移し、6，000回転で2分間遠心し、集菌した。培地をデカンテーシ
ョンにて除去し、再度、軽く遠心後、マイクロピペッターを用いて完全に培地
を除去した。この菌体からのプラスミドDNAの抽出はアルカリーSDS法
（Sambrook　eむa五、1989）により行った。集菌体を100μ1のSolution　I
（Table　l－36）にボルテックスミキサーを用いて完全に懸濁した後、室温で
5分間静置した。次に、100μ1のSolution　II－1およびSolution－H－2（Table
H－37）をそれぞれ加え、静かに転倒撹搾し、菌体が透明になり溶菌したとこ
ろで150μ1のSQlu．tiQn皿（Table　II－38）を加え、ボルテックスミキサーを
用いて20秒間撹搾した。氷温で5分間静置した後、10μ1のクロロホルム（Kanto
Chemica1、Japan〉を加え、ボルテックスミキサーを用いて20秒間撹搾し、
15，000回転で．5分問遠心した。上清を別の微量遠心チューブ（1．5mO容量）に
移し、等量のフェノールークロロホルムーイソアミルアルコール（25：24：1）を
加え、ボルテックスミキサーを用いて20秒間撹幹した後、13，500回転で5分
間遠心した。上層を別の微量遠心チューブ（1．5醜容量）に移した。この水相
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に、2．5倍量の99％エタノールを加え、ボルテックスミキサーを用いて20秒
間撹幹した後、室温で5分間放置した。次いで、15，000回転で15分間遠心し、
核酸を沈殿させた。上清をアスピレーターを用いて除去し、l　m9の75％のエタ
ノールを加え静かに転倒混和し、15，000回転で5分間遠心した。上清をアス
ピレーターを用いて除去し、核酸を真空乾燥機を用．い七3分間乾燥させた後、
50μ1のTEバッファーに溶解させた。この核酸溶液に2μ1のRNase　A（1mg
／m9）を加え撹搾し、37℃で30分間反応させRNAを消化した。次いで、0．6
倍量のPEG溶液（Table　H－39）を加え、ボルテックスミキサーで20秒問撹
搾し、氷温で1時間静置した。次いで、15，000回転、4℃で20分間遠心し、
プラスミドDNAを沈殿させた。上清をアスピレーターを用いて除去し、11鵬
の75％のエタノールを加え、静かに転倒混和し、15，000回転で5分間遠心し
た。上清をアスピレーターを用いて除去し、プラスミドDNAを真空乾燥機を・
用いて3分間乾燥させた後、50μ1のTEバッファーに溶解させプラスミドDNA
サンプルとした。完全に溶解した後に、DNA濃度は吸光光度計GeneQuant
を用いて測定した。
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1－5、塩基配列の決定
　　　塩基配列は、ジデオキシ法（Sanger　eむa1．、1977）を応用した、サイ
クルシークエンス法により決定した。サイクルシークエンスの反応には、
SequiTermTM　Long－ReadTM　Cycle　Sequencing　Kit－LC（Table　II－40）
（ARBrown、Japan）を用い、アクリルアミドゲルの作製には、LongRanger
TM（東洋紡，Japan）を使用した。また、電気泳動と塩基配列の解析にはdNA
Sequencer　mode14000L（LI－COR、U．S．A．）、Base　ImageIR　Software
Version2．10（LI－COR、U、S．A．）、Macintosh　PowerBook2400／180（Apple、
U．S．A．）およびGenetyx－MAC　Ver。8．0（ソフトウエア開発、Japan）を使用
した。
1－5－i．ゲルの作成
①．ゲル板の組立
　　　ゲル板のフロントプレート（ノッチプレート）およびリアプレートを
ゲル作成面を上にしてキムタオル（十條キンバリー、Japan）を敷いた実験台
上に置き、各プレートのゲル作成面を蒸留水でキムワイプ（十條キンバリー、
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Japan）を用いて拭いた。さらに、エタノールを用いて同様に各プレートを拭
いた。このリアプレートのゲル作成面上の両端にスペーサーを置き、さらにそ
の上からフロントプレートをゲル作成面を内側にして重ねレールアッセンブリ
ーでゲル板を固定した。
②．ポリアクリルアミドゲル溶液の調製
　　　ビーカー（100mρ容量）にTable　II－41の試薬を全て入れスターラー
（東京理化器械、Japan）で撹搾し、溶解させた。このゲル溶液を0．22μmフ
ィルター（Mimpore、Japan）で濾過し、10分間真空ポンプ（Yamato、Japan）
を用いて脱気した後、ゲル溶液を注入器に移し、500μ1の10％過硫酸アンモニ
ア（Table　II－42）と50μ1のTEMED（Pharmacia、U．S．A．）を加え、よく
混和した。
③．ゲル溶液の注入
　　　5－i一①で組立てたゲル板をキャスティングスタンドに設置し、5－i一
②で調製したゲル溶液をノッチの中央部から注入した．キャスティングスタン
ドからゲル板をはずし水平に置いた。このゲル板のフロントプレート上にキャ
スティングプレート、ノッチ中央部にキヤスティングコームを挿入し、大型ク
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リップでキャスティングコームの中央部を3ヵ所固定し、この状態でゲル溶液
が完全に重合するまで少なくとも5時間放置した。
1－5－ii．サイクルシークエンス反応
　　　10×　Sequencingbuffer、A、C、GおよびTLong－ReadTM
Temination　Mtx、STOP／Loading　bufferおよび蒸溜水を氷上で解凍した。
同時に、サイクルシークエンス反応のプログラム（Table　H－43）を設定して
あるTakara　PcRThemal　cyceler　Mpを作動させておいた。微量遠心チュー
ブ（0．5mC容量）にTable　E－40で示した混合液を調整した。これとは別に微
量遠心チューブ（0．5mC容量）を氷上に4本用意し、それぞれ2μ1ずつのA、
C、GおよびT　Long－Read脳Temination　Mtxを加えた。この4本の微量遠
心チューブ（0．5醜容量）に先に調整した混合液を4μ1ずっ加え、さらに、15
μ1のミネラルオイルを加えた。この4本の微量遠心チューブ（0．5mρ容量）を
軽く遠心後、作動させておいたTakara　PCRThemal　Cyceler　MPに挿入し、
サイクルシークエンス反応を開始させた。反応終了後、4μ1のStop／Loading
bufferを加え完全に反応を停止させた後、反応液を別の微量遠心チューブ（0．5
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醜容量）に移した。この反応液を95℃で5分間加熱後、氷水中にて5分間急
冷し、電気泳動のサンプルとしたg
I－5一血．電気泳動および解析
①．ゲル板の準備
　　　ゲル板のコームを押さえている大型クリップをはずし、キャスティン
グコームとキャスティングプレートを抜いた。コームを挿入する部分のゲル津
や、析出した尿素を蒸留水で湿らせたキムワイプを用いて除去した。シャーク
コームを、その先端がゲルに1㎜程度刺さるように挿入し、上部バッファータ
ンクをゲル板に取り付けた。ゲル板下部の検出器が通る部分を蒸留水で湿らせ
たキムワイプで拭き、同様に1エタノールでも拭いた。シークエンサーに下部
バッファータンクを設置し、ゲル板をシークエンサーに取り付けた。1×　TBE
を上部バッファータンクに600mρ入れ、次に、下部バッファータンクに400
m9入れた。ウェルに残った気泡やゲル溶液を注射筒（テルモ，　Japan）と注
射針（テルモ，Japan）ー用いて除去した。上部、下部のバツファータンクの
蓋を取り付け、上部バッファータンクのコネクターとシークエンサー本体をケ
ーブルで桜続し、シークエンサーのフロントカバーを閉じた。
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②．電気泳動
　　　シークエンサーの電源を入れた後、コンピューターの電源を入れ、Data
collectionの値をTable　l－43に示したように設定した。サンプルを注入せず
に1時問電気泳動した。次いで、検出器の焦点を合わせ、5－iiで調製したサン
プルをウェルに注入し、18時間電気泳動した。
③，解析
　　　電気泳動の泳動像は、Base　ImeagIRSoftwareVersion2．10を用い、
塩基配列はGenetyx－MACVer．8．0を用いて解析した。
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Table　H－1　Diethylpyrocarbonate　treated．water
dH20
Diethylpyrocarbonate
100m9
100μ1
Sterihze　by　autQclaving　at121℃20minutes．
Table　E－2　TE　buffer
Tris－HCl（pH7．6）
EDTA（Sigma、U．S．A．）（pH8．0）
10mM
lmM
Table　II－3　Primers　for　amplification　ofαchain
Sl　primer
S2Prinaer
3雪一RACE　primer
5㌧GGNTGGGAYMRNTTGATHGT－3’
5薯一TrYRTNTTYYAYTAYrGYCAYGG－3’
5㌧TGGAAGAATTCGCGGCCGCAG－3〆
Table　II－4　Primers　foramplification　ofβchains
5LCGGATCCGGAYTSGARTGYGAYGG－3’
51－CGAATTCGCAGCCACACTCTTCNACDAT－3璽
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Table II -5 PCR solution 
Pyrobest* (Takara. Japan) 
10X Pyrobest~buffer 
dNTP Mixture (each 2.5mM) 
DNA template 
Primer up(SI or S2) 
Primer down(3 '-RACE) 
dH20 to 
1.25 U 
5lLl 
4lLl 
1 OOng 
2lLM 
0.6 lLM 
50 !~ 1 
Table ll-6 Cycle profile of PCR 
Denaturation 
Regeneration 
Extension 
Extension 
98~C 
6l~C(2) 57~C(3) 50~C(20) 
72~) 
72~C 
5 sec. 
1 min : 
2 min. 
10 min. 
25 cycles 
Table II -7 PCR solution 
Taq DNA polyrnerase(Takara. 
10X PCRbuffer* 
dNTP Mixture(each 2.5mM) 
DNA template 
Primer up 
Primer d"~,v.'n 
dH20 to 
Ja pan) 1.25 U 
5kL1 
8!Ll 
100ng 
0.5 Ih M 
0.5 kc M 
50lL1 
*10X PCR buffer: 100mM Tris-HCI (pH 8.3), 500mM KC1, 15mM MgC12 
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Table ll-8 Cycle profile of PCR 
Denaturation 
Regeneration 
Extension 
Extension 
94~ 
50~c 
72~c 
72~~ 
15 sec. 
Imin. 
2 min. 
5 min. 
25 cycles 
Table ll-9 Bacteriai strain and vector DNA 
Bacterial Strain Characteristics References 
Escherichia coll 
JMI09 
Vector 
pGEME-T Easy 
(3.2kb) 
pUC 118 
(3 . 2kb) 
host of pGEME-T Easy 
and pUCI 18 
pla mid vector for 
subcloning and 
sequencmg 
ampicillin resistant 
Yanisch-Perron et al. (1 985) 
Vieira and Messing (1987) 
Table l-10 2X YT medium 
Tryptone(Kanto Chemical. Ja~)an) 
Yeast extract(Kanto Chemical. Japan) 
NaCl(Kanto Chemical. Japan) 
dH20 to 
l 6g
1 Og 
5g 
1000 m~ 
Adiust the pH to 7.0 wlth NaOH. 
Sterilize by autoclaving at 12l~C for 20 minutes. 
To make agar plate, add I .5%(weight/volume) of the agar, Just before 
autoclaving . 
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Table H -11 Loading buffer 
Bromophenol blue(Wako Pure Chemical Industries. Japan) 
Xylene cyanol FF(Wako Pure Chemical Industries. Japan) 
Glycerol(Kanto Chemical. Japan) 
0.25%
0.25% 
30% 
Dilute in dH,O 
Table ll-12 10X TBE 
Tris base(Kanto Chemical. Japan) 
Boric acid(Kanto Chemical. Japan) 
EDTA 
dH,O to 
107 79g 
55.03g
7.44g 
lOOO m~ 
Table II -13 Ligation reaction 
pGEMER-T Easy 
PCR products 
10X ligation buffer 
T4 DNA ligase(3 Weiss units/ ~;1 ) 
dH,O to 
50ng 
25ng 
IfL1 
l kL1 
10~Ll 
Table ll-14 10X TCMbuffer 
Tris-HC1(pH7.5) 
MgC12(Kanto Chemical. Japan) 
NaC1 
~-mercapt~tband(WakoPureChemicallridustn'es. Ja~n) 
100mM 
70mM 
700mM 
70mM 
50 
Table II -15 Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol 
TE saturated phenol* 250 m~ 
Chloroform(Kanto Chemical. Japan) 240 m~ 
Isoamyl alcohol(Kanto Chemical. Japan) I O m~ 
*TE saturated phenol: 500g Phenol(Kanto Chemical. Japan). 
0.5g 8-hydroxyquinoline(Kanto Chemical. Japan), TE buffer 
Solid phenol was melted using 65 ~C water bath. The 8-
hydroxy(luinoline andequai volume of the TE buffer was added. Mix 
them vigorously, and stay it untilthe two phases have separated. 
Aspirate the aqueous phase and add equalvolume of the TE buffer again. 
Repeat this procedure for three times. 
Table II - 1 6 Ligation reaction 
pUC 118 
PCR products 
10X ligation buffer* 
10mM ATP 
T4 DNA ligase(~y ~~ ~~~-~. Japan) 
dH,O to 
400ng 
40ng 
llL1 
lkL1 
1000 U 
10lkl 
* 10X ligation buffer: 
50mM Tris-HCI (pH7.9), 10mM MgC12, 20mM Dithiothreitol 
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Table II -1 7 Transformation buffer 
Glucose(Kanto Chemicai. Japan) 
MOPS(3-(N-Morpholino)propane sulfonic acid) (~14~. 
CaC12(Kanto Chemical. Japan) 
Ja pan) 
0.5% 
l OmM 
75mM 
Adjust the pH to 6.5 with NetOH. 
Sterilize by autoclaving at 1 1 5~C for 15 minutes. 
Table ll-18 2 x Yr-arnpicillin-Xgal p ate 
2 x YT-agar(Sterilized) 
Arnpicillin(10mglm~) 
X-gal* (20 mg/m~-in dimethylformamide) 
IPTG* * (200 mg/mQ) 
100 m~ 
lOO !L 1 
40 kL 1 
4kL1 
*5-brom0-4-chlorl-3-indolyl- ~ -D-galactoside(:~ ~~) ,~~:.~ /~ ~~- )/. 
* *isopropylthio- ~ -D-galactoside( ~y )~ / :/ / Japan) 
Ja pan) 
Table ll-19 QuickPrep~ Micro mRNA purification kit 
Extraction Buffer 
Elution Buffer 
Oligo(dT)-Cellulose 
High-Salt Buffer 
Low-Salt Buffer 
MicroSpin Column 
Glycogen Solution 
K acetate Solution 
A buffer aqueous solution containing guanidinium 
thiocyanate and N-lauroyl sarcosine. 
10mM Tris-HC1(pH7.4) , ImM EDTA. 
O igo(dT)-Cellulose at 25 mg/m~ suspended in a 
storage buffer containing O. 15% Kathon CG. 
lOr'-111^VI: Tris-HC1(pH7.4) , ImM EDTA, 0.5M NaC1. 
OmM Tris-HC1(pH7.4) , ImM EDTA, 0.1M NaC1. 
24 polypropylene minicolumns, each fitted wlth a 
10 kc m frlt. 
G ycogen at 10 mg/m~ in DEPC treated water. 
2 .5M potassium acetate(~)H5.0) . 
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Table ll-20 TimeSaver CDNA synthesis kit 
First-Strand Reaction Mix 
Transcri ptase , 
dCTP, 
DTT Solution 
Oligo (dT) 12-18 Primer 
Second-Strand l~ch'on Mx 
I in 
ECOR I INot I adaptors 
FPLCpureR T4 DNA Ligase 
FPLCpureR T4 PNK 
PEG Buffer 
ATP Solution 
Columns 
water 
FPLC pure@ Clone d Munne Reverse 
RNAguard, RNase/DNase-Free BSA, dATP, 
dGTP, and TTP, in aqueous buffer. 
Aqueous solution, 200mM. 
Aqueous solution, 0.5mg/ml 
E. coll RNase H and E. coll DNA polyrnerase 
aqueouse buffer containing dNTPs. 
Aqueous solutlon, 0.01 A260 units/ kc 1. 
Buffered glycerol solution. 
Buffered glycerol solution. 
Buffered polyethylene glycol solution. 
Aqueous solution, 75mM 
SepharoseR CI-4B suspended in distilled 
containing O. 15% KathonR CG. 
Table ll-21 Reaction solution 
ECOR I INot I adaptor soluton 
PEG Buffer 
Diluted ATP Solution* 
T4 DNA Ligase 
2fL1
301L1 
IfL1
llL1 
Dilute l kc I of the ATP solution with 4 lh I of DEPC treated water. 
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Table ll-22 Ligation reaction 
Ligation buffer* 
ATP Solution * * 
T4 DNA Ligase 
8!L1 
1!Ll 
1/hl
*Ligation buffer: 66mM Tris-HC1(pH 7.6) , 
MgC12 -
10mM dithiothreitol, 150mM NaC1. 
* * Dilute I l~ I of the ATP Solution with 74 
0.ImM spermidine, 
fL I of ligation buffer. 
6 . 6mM 
Table ll-23 Predigested Lambda ZAPR II IECOR I /CIAP cloning kit 
V ector 
Host Strains 
fl Helper Phage 
Reference 
Lambda ZAPR II 
SOLR~" 
XL1-Blue MRF' 
ExAssist~ helper phage 
Short et al., (1988) 
Table II -24 LB medium 
lOg Try ptone 
5g Yeast extract
NaC1 l Og 
dH20 to 1000 m~ 
Sterilize by a'".'toclaving at 12l~~ for 20 minutes. 
To make agar plate, add I .5%(weight/volume) of the agar, just before 
autoclaving. 
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Table ll-25 SM buffer 
NaC1 
MgS04 ' 7H20(Kanto Chemical. Japan) 
IM Tris-HC1(pH7 . 5) 
2% gelatin(Kanto Chemical. Japan) 
5.8g 
2g 
50 m~ 
5m~ 
Sterilize by autoclaving at 1 15~C for 15 minutes. 
Table II -26 NZY medium 
NaC1 
MgS04 ' 7H20 
Yeast extract 
NZ ~line 
dH20 to 
5g 
2g 
5g
10g 
1000 mQ 
Adjust the pH to 7.5 with NaOH. 
Sterilize by autoclaving at 1 2l~C for 20 minutes. 
To make agar plate, add I .5%(weight/volume) of the agar, just before 
autoclaving 
To make top agar, add 0_7%(weight/volume) of the agarose , just before 
autoclaving. 
Table II -27 Denaturing solution 
NaC1 
NaOH 
1 E:If + 'vivl 
0.5M 
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Table　E－28　Neutralizing　solution
NaCl
Tris－HC1（pH7．2）
EDTA
1．5M
O．5M
lmM
Table　H－29　20×　SSPE
NaCl
NaH2PO4（Kanto　Chemica1、Japan）
EDTA
3．6M
O．2M
O．02M
A¢Uust　the　pH　to7．4with　NaOH．
Table　II－30　Random　Primer　DNALabeling　KitVer．2
Random　Primer
10×　　Buffer
dNTPm蝋ure
Exo－free　Klenow　Fragment
9mer
each　O．25mM　dGTP，dATP，（iTTP
2U／μ1
Table　H－31Reaction　solution
DNA
10×　TCMbuffer
Enzyme
dH20to
20μ9
10μ1
10U
100μ1
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Table II -32 Reaction solution 
DNA template 
Random Primer 
dH,O to 
60ng 
2!L1 
5kL1 
Table II 33 Reaction solution 
lOX Buffer 
dNTP mixture 
ot -CTP- a -32P(>3,000 Ci/mmoD 
Exo-free Klenow Fragment 
dH20 to 
2.5 ke 1 
2.5 lL 1 
5!L1 
lkC1 
25 !L 1 
Table II -34 Hybridization buffer 
20X SSPE 
50X Denhardt's solution* 
10% SDS 
dH20 to 
6.25 m~ 
2.5 mQ 
1.25 m~ 
25 mQ 
*50X Denhardt's solution: 
l%Ficoll(type 400)(Pharmacia, U.S.A.), 
1% Polyuinylpyrrolidone(Wako Pure Chemical Industries. Japan), 
1% Bovine serum albumin(Sigma. U.S.A.) 
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Table ll-35 2x Yr-ampicillin medium 
2x Yr medium(Sterilized) 100 m~ 
Am~)icillin(10mg/m~) 100 /1; 1 
Table II 36 Solution I 
Glucose 
Tris-HCI (pH8.0) 
EDTA( pH8.0) 
50mM 
25mM 
l OmM 
Sterilize by eLutoclaving at 1 15~C for 1 5 minutes. 
Store at 4~C . 
Table II -37 Solution II 
Solution II -1 : 0.2N NaOH(Kanto Chemical. Japan) 
Solution II -2 : 1%SDS(Wako Pure Chemical Industries. Japan) 
Table II -38 Solution EI 
5M Potassium acetate (Kanto Chemical. Japan) 
Acetic acid(Kanto Chemical. Japan) 
dH20 
60 mQ 
11.5 mQ 
28.5 m~ 
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Table　I正一39　　PEG　solution
Polyethylene　glyco16，000（Kanto　Chemica1、Japan）20％
NaC1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5M
Table豆一40　　SequiTennTM　Long－Read．TM　cycle　sequencing　kit－LC
SequitTermTM　thermostable　DNApolymerase（5U／μ1）
10×　　Sequencing　buffer＊1）
G　Long－Read．TM　temination　Mix＊2）
ALong－Read．TM　teminationMtx＊3）
TLong－ReadTM　termination　Mix＊4）
CLong－ReadTM　teminationM医＊5）
STOP／Load．ing　buffer＊6）
＊1）10×　Sequencing　buffer（0．5MTris－HCl（pH9．5），25mM　MgC12）．
＊2）G　Long－ReadTMTemination　Mix（0．03mM　ddGTP，45μM　dATP，45μ
MdCTP，45μMd』TTP，45μM7－deaza－dGTP）。
＊3）A　Long－ReadTM　Termination　MtK（0．03mM　ddATP，45μM　dATP，45μ
MdCTP，45μM　d．TTP，45μM7－deaza－dGTP）．
＊4〉T　Long－ReadTM　Terminatio口Mix（0．03mM　ddTTP，45μM　dATP，45μ
MdCTP，45μMdTTP，45μM7－deaza－dGTP）．
＊5）C　Long－Read．TM　Term鎗ation　Mb【（0．03mM　dd．CTP，45μM　dへTP，45μ
Md．CTP，45μM　d』TrP，45μM7－d．eaza－dGT戸）。
＊6）STOP／Load．ing　buffer．
Formamid．e
EDTA（pH7．6）
Xylene　cyanol
Bromophenol　blue
95％
10mM
O．1％
0．1％
59
Table II -41 Acrylamide gel solution 
Urea (Kanto Chemical. 
Long RangerTM 
10X TBE 
dH20 to 
Ja pan) 31.5g 
6mQ 
9m~ 
75 mQ 
Table II -42 10% APS solution 
APS (Pharmacia. 
dH20 to 
U.S.A.) 0.lg 
0.9 nlQ 
Table ll-43 Cycle profile of PCR 
Denaturation 
Denaturation 
Regeneration 
Extension 
95~c 
95~c 
60~c 
70~c 
5 min 
30 sec 
30 sec 
l min 
30 cycles 
Table ll-44 Set parameter 
V oltage 
Current 
Power 
Heat temperature 
Frame s 
Signal channel 
Motor speed 
2,000V 
25rnA 
45W 
45~C 
30 
3 
2 
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II．結果
II－L　ニジマス卵巣cDNAライブラリー
　　　本実験で作成し、使用したニジマス卵巣cDNAライブラリーは、セル
フライゲーション率が0．08％で、力価は1．69×106pfu／魏であった。
H－2．インヒビンα鎖cDNA
　　　ディジェネレイトPCR法を用いたクローニングによりポリAテールを
含む3’末端側から411bpの塩基配列が単離された。この断片をプローブとし
て上記ニジマス卵巣cDNAライブラリーより、340残基のアミノ酸をコードす
る1，260bpのcDNAが単離された（Fig．H－3）。
1－3．インヒビン（アクチビン）βA鎖cDNA
　　　ディジェネレイトPCR法を用いたクローニングにより306bpの塩基
配列が単離された。この断片をプワーブとして上記ニジマス卵巣cDNAライブ
ラリーのスクリーニングより、270残基のアミノ酸をコードする1，438bpの
61
cDNAが単離された（Fig．R－4）。
工1－4．インヒビン（アクチビン）βB鎖cDNA
　　　ディジェネレイトPCR法を用いたクローニングにより306bpの塩基
配列が単離された。この断片をプローブとして上記ニジマス卵巣cDNAライブ
ラリーのスクリーニングより、367残基のアミノ酸をコードする1，732bpの
cDNAが単離された（Fig。H－5）。
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　　　　　　　　　第三章
ニジマスインヒビンα鎖、アクチビン（インヒビン）
　　　　βA鎖およびβB遺伝子の構造解析
1．材料および方法
1－L　ニジマスBacterialArtificialChromosome（BAC）ライブラリーの作製
1－1－i．ニジマス精子ゲルブロックの調整
　　　静岡県水産試験場富士養鱒場で飼育されている体重約800gの雄のニジ
マス（系統RT101）から精子を採集し、リン酸緩衝液（Table皿一1）を用いて2
回遠心洗浄（4，000回転、4℃）を行った。次いでバッファーL（Table皿一2）
に懸濁して精子数を血球計算盤を用いて算定した。2mlのバッファーLに精
子数が2×108細胞になるように懸濁した。バッファーLに溶解したL2％低融
点アガロース（SEA　PLAQUE　GTG）（FMC　Bioproducts、U．S．A．）2．4mlを
精子懸濁液に加えて良く混合したgこれを氷上で冷却しておいたゲルブロック
作成用の枠の溝（5mm×1。5mm×12mrh）に流し込みそのまま静置した。
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ゲル化した精子ゲルブロックをゲル容量の3倍の1％N一ラウロイルサルコシ
ン（Wako　Pure　Chemical　Ind．ustries、Japan）および1mgプロテイナーゼ
K（Wako　Pure　ChemicalIndustries、Japan）を含むバッファーLに浮遊させ、
50℃で一晩静置した』消化液を交換し、・さらに同条件で4時間静置した。タン
パク質消化を行ったゲルブロックを50mM　EDTA（pH8．0）で置換し、そのま
ま4℃で保存した。
1－1－ii．高分子量のゲノムDNAの調製
　　　ゲルブロックをTEに移し、30分間静置した。TEを交換後、同条件で
合計3回バッファー置換を行った。このゲルブロック1個に対して900m1の
制限酵素伍ndIII用のバッファー（Table皿一3）をおよび4ユニットのH1廻III
を加え、4℃で一晩静置してゲルブロックにHlnd．IIIおよびバッファーを十分
に染み込ませた。これに、100μ1の100mM　MgCl2を加え、37℃で1時問保
温してゲルブロック中のゲノムDNAの部分消化を行った。ゲルブロック中の
高分子量DNAの分離はBIO　RAp社のCHEF－DRIIパルスフィールド電気泳
動システムを用いた。泳動は、0．5×　TBEバッファー、1％アガロース（Pulsed．
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FieldCertifiedAgarose）（BIO　RAD、U．S．A）、InitialSwitchTime5秒、Final
SwitchTime20秒、14℃、電圧設定は6V／cm、5時間の条件で行い、サンプ
ルの両端に一緒に泳動した分子量マーカーの領域のみをエチジウムブロマイド
で染色した。マーカーの移動度を参考にして、サンプルの50kb以下のゲルを
除去し、その除去した領域に新たなアガロースを注入して固化後、さらに、同
条件で19時間泳動した。泳動終了後、50kb－100kbの領域のDNAを切り出
した。1％低融点アガロースを回りに注いで固化させ、分子量の大きな側を陽
極方向に向けて同条件で24時間泳動し、50kb－100kbのDNAを濃縮した。』
泳動終了後、濃縮されたDNAを切り出し、切り出したゲルブロックに対して
半分量のヨウ化ナトリウム加えて一晩かけてゲルを溶解した。45℃のインキュ
ベーターで保温しておいたTEをシャーレに30m1注ぎ、穴サイズが0．025μ
mの47mmフィルター（VSWPO4700）（Mi1Hpore、U．S．A．）を浮かべた上
に、溶解さサた低融点アガロース溶液を乗せ、そのままフロートダイアラィシ
スを20分間行ってヨウ化ナトリウムを取り除いた。そこに、1UのGELase
（Epicentre　Technologies、U。S二A．）を加え20分間静置し、さらに同操作を
1回繰り返した。溶液を回収して氷上に30分間放置し、4℃で14，000回転、
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5分間遠心した後、アガロースの沈殿が無いことを確認した。これをBACラ
イブラリー作製に使用した。
1－1－m．BACベクター（pBAC－Lac）の調製
　　　pBAC－Lacベクター（Asakawaeむa1．，1997）を保持する大腸菌DH10B
株を31のクロラムフェニコール（12．5μg／m1）を含む2×YT培地で一晩
培養した。培養液を500mlの遠心チューブに移し、6，000回転、10分間遠心
してDHIOB株を回収した。培地を完全に取り除き、24m1のSolI（Table　n
－36）を加えて菌を懸濁した。これに、約10mgのリゾチームを溶解したSo11
を1ml加えた。5分問室温で静置後、2本のDH10B懸濁液を1本にまとめ、
これに50m1のSolII（Table　n－37）を加えて転倒混和した。氷中で10分問
静置し、Soml（Table　H－38）を50m1加えて混合した。さらに、10分間氷
中で静置後、5，500回転、4℃で10分間遠心した後、上清を回収した。この溶
液からイソプロバノール沈殿によってBACベクターを回収した。乾燥後、9m1
のTEを加えてベクターを溶解した。9mlの5M塩化リチウム溶液を加えて混
合した後、30分間氷冷した。5，000回転、4℃で5分間遠心して上清を回収し、
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イソプロパノール沈殿を行った。全量が8m1になるようにすべてのチューブ
のベクターをTEで溶解し、これらを1本にまとめた。この溶液に8．24gの塩
化セシウムを加えて溶解した。次いで、容量が3．3mlの超遠心チューブ
（Beckman　Optiseal　Tube）4本に等量づつ分注した。次に、4gの塩化セシ
ウムを4mlのTEで溶かし、400μ1のエチジウムブロマイド溶液（10mg／ml〉
を加えた溶液を遠心チューブの空気が無くなるまで加えた。チューブに蓋をし
て70，000回転、20℃で16時間遠心を行った。遠心終了後、チューブから22
ゲージの針を装着した1mlシリンジでプラスミドDNAのバンドを回収した。
これに塩化セシウムTE飽和イソプロパノールを加えてエチジウムブロマイド
を除去した。さらに、この溶液に3倍量のTEを加えて塩化セシウムを希釈し
た後、イソプロパノール沈殿を行った。DNAを乾燥後、200μ1のTEで溶解
し、続く制限酵素消化に用いた。
　　　精製したBACベクター2μgに対して12ユニットのH加dIIIを加え
て、100μ1の反応系で37℃、30分間消化を行った。エタノール沈殿後、仔
ウシ腸アルカリフォスファターゼ（Boehringer　Mannheim、Germany〉に添
付の10×バッファーを滅菌蒸留水で希釈した30，μ1の1×バッファーでBAC
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ベクターを溶解した。これに0．5Uのアルカリフォスファターゼを加えて37℃
で30分間反応させた。さらに、0．5Uのアルカリファオスファターゼを追加し、
同条件で反応させた。これを2．5％低融点アガロースゲルで分離し、H～ndIII
で完全消化されたベクターを切り出した。切り出したアガロースブロックと同
容量のTEを添加し、同量のヨウ化ナトリウムを加えてアガロースブロックを
溶解した。以後のBACベクターの精製は、1－iiに記述した方法によってフロ
ートダイアライシスによって精製した。
1－1－iv．エレクトロポーレーション用コンピテントセルの調製
　　　10m1のLB培地で二晩培養した大腸菌DH10B株を200mlのSOB
培地（Table皿一4）に植菌し、37℃で振とう培養した。OD6。。が0．8に達した
ところで培養を止め、氷中で15分間冷却した。5，000回転、4℃で10分間遠
心し、培地を除去後、200m1の冷却滅菌蒸留水に懸濁して同条件で遠心した。
沈殿した大腸菌を20m1の冷却した10％グリセリン溶液に懸濁し、再度、同
じ条件で遠心した。沈殿を2mlの10％グリセリンで再懸濁し、35μ1づつ1．5
m1チューブに分注して使用するまで一80℃の超低温冷凍庫に保存した。
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1－1－v．ゲノムDNAとBACベクターのライゲーションおよびエレクトロ
ポーレーションによる導入
　　　1－iiおよび1一血で精製したニジマスゲノムDNA（3ng／μ1）および
BACベクター（2ng／μ1）を、それぞれ5μ1と0．5μ1加えて20μ1の反応
系でライゲーションを行った。T4DNAhgase（MBIFermentas、U．S．A．）は0．1
μ1（1unit／μ1）を使用した。このライゲーション反応を合計30本同時に行
った。反応は16℃で30分、4℃で30分、22℃で30分のサィクルを一晩中繰
り返した。0．2×TEをシャーレに満たし、穴サイズが0．025μmの47mm
フィルターを浮かべた上に乗せて1．5時間ブロートダイアライシスを行った。
1－ivで調製した大腸菌DHIOB株を氷上で融解し、透析したライゲーション液
10μ1を加えた。エレクトロポーレーションは、BTXElectropora．tionsystem
（BTX、U．S．A．）を使用した。氷冷しておいたキュベット（1mmギャップ）
にDH10B株とライゲーション反応液を加え、SafetyStandにセットし、L4KV
の電圧をかけた。すぐに、1mlのSOC培地（SOB培地に10mMMgC12、10mM
MgSO4、20mMグルコースを添力口）を加え、37℃で45分間振とう培養した。
エレクトロポーレーションは合計25回行った。12．5μg／m1の濃度のクロラ
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ムフェニコールを含む250m1のLB寒天平板（22cm×22cmシャーレ）（住
友ベークライト、Japan）5枚に5回のエレクトロポーレーションのDH10B
株を流し込んだ。シャーレを揺らして、液体培地をシャーレ全体にまんべんな
く広げ、寒天表面から水分が無くなるまでしばらく放置した。これを、37℃で
培養した。
1－1－vi．BACライブラリーの回収および保存
　　　LB寒天平板上に形成されたコロニー（サイズ約0．2mm）を回収する
ために、7．5％グリセリンを含むLB培地を8m1加えて、コンラージ棒でコロ
ニーをかき取り、5G　mlチューブに回収した。5枚の寒天平板から回収したコ
ロニー（合計約38万個）を混合し、L5m1チューブに分注して一80℃で保存
した。
1－2．ニジマスアクチビンのBACライブラリーからのスクリーニング
ト2－i．コロニーハイブリダイゼーション用メンブレンの作製
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　　　LB寒天平板（13cm×9cmの角型シャーレ〉に1－viのニジマスBAC
ライブラリー約2万クローンを均等に分散させ、コロニーサイズが1mmほど
に形成されるまで37℃で培養した。シャーレと同サイズのHybond　N＋ナイロ
ンメンブレンをシヤーレ表面に密着させてコロニーを写し取った（マスターメ
ンブレン）。メンブレンを剥がし、コロニー面を上にして別のメンブレンを密
着してコロニーを写し取った（レプリカメンブレン）。同操作をさらにもう一
度行った。1枚のマスターメンブレンおよび2枚のレプリカメンブレンをLB
寒天平板にコロニーを上になるように置いて、37℃でコロニーが約1mmに成
長するまで培養した。2枚のレプリカメンブレンを変性溶液（0．5MNaOH、L5
M　NaC1）に5分間浸し、次いで、中和溶液［1MトリスーHC1（pH7．5）］ヒ5
分間浸した。2×SSC（Table皿一5）で軽くすすぎ、乾燥後に120℃で15分
間ベイキングを行った。’ 0mM　NaOHおよび0．1％SDSを含む溶液中で15
分間浸してコロニーの溶解を行い、2×SSCで洗浄後、さらに滅菌蒸留水です
すいでハイブリダイゼーションに用いた。
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1－2－ii．コロニーハイブリダイゼーション
　　　2枚のレプリカメンブレンを別々に10mlのQuikHyb　Hybridセation
Solution（Stratagene，U．S．A．）に浸し、65℃でプレハイブリダイゼーション
を行った。この間にプローブのラベリング反応．を第二章一ト3－ii一②に従って
行った。スクリーニングは、インヒビンα鎖、アクチビンβAおよびβB鎖の
3種類について行った。プローブをハイブリダイゼーションバッファーに加え
て1時間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーションメンブレ
ンの洗浄は、室温で2×SSCおよび0．1％SDSを含む溶液で20分間行った。
さらに、60℃で0．1×SSCおよび0．1％SDS溶液で30分間行った。ハイブリ
ダイゼーションの検出はMac　Bass1000（FUli）で行った。検出後、2枚のレ
プリカメンブレンで得られたシグナルを比較し、同一の場所に得られたシグナ
ルのみを陽性クローンとした。陽性シグナルに対応するコロニーをマスターメ
ンブレンからかき取り、LB寒天平板に植菌して37℃で培養した。形成された
単一コロニーのみをナイロンメンブレンに植菌し、2－iに従ってメンブレンを
処理した。さらに、このメンブレンを上述の方法で2次スクリーニングを行い、
単一の陽性クローンを得た。別のプローブを1スクリーニングする時は、2枚の
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レプリカメンブレンを沸騰させた0．5％SDS中で2分間煮沸後、室温でそのま
ま放置した。メンブレンを滅菌蒸留水で洗浄後、プレハイブリダイゼーション
に用いた。
1－3．アクチビン遺伝子解析
1－3－i　l　BACプラスミドの精製
　　　BACプラスミドの精製は、QIAGEN　Plasmid　Midi　Kit（Qiagen、
Germany）を用いて行った。陽性クローンを50m1の12．5μg／m1のクロラ
ムフェニコールを含むLB培地で一晩培養した。5，000回転、4℃で10分間遠
心後、上清を完全に除去した。5mlのバッファーP1（Table皿一6〉を加えて、
ボルテックスで懸濁した。バッファーP2（Table皿一7）を加え、転倒混和し
て5分間室温で静置した。5m1のバッファーP3［3M酢酸カリウム（pH5．5）］
加え、転倒混和して15分間氷上で冷却した後、6，000回転、4℃で10分間遠
心した。さらに、上清を同条件で遠心した。得られた上清をバッファーQBT
（Table皿r8）で平衡化しておい牽Qiagen－tipに加え、上清が完全に滴下す
るまで放置した。バッファーQC（Table皿乙9）を2ml加え、滴下し終わる
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のを待ち、さらに、バッファーQCを2ml加えた。同操作を合計5回行った。
65℃で保温しておいたバッファーQF（Table皿一10）を1mlづつ加え、滴下
して来る液を回収した。同操作を合計5回繰り返した。回収した液をイソプロ
パノール沈殿した。得られた沈蝶に200μ1のTEを加えて溶解した。
1－3－ii、サザンブロトハイブリダイゼーション
　　　精製したBACクローン200ngをサザンハイブリダイゼーション
（Southem、1975）に用いた。制限酵素は、インヒビンα鎖およびアクチビン
βB鎖の場合は、B£mHI、EcoRIおよびH加dIIIを用いた。一方、アクチビン
βA鎖は、それら3種に加えてSa11を用いた。200ngのBACクローンを6
ユニットの制限酵素で消化した。エタノール沈殿後、TEに溶解し、パルスフ
ィールドゲル電気泳動を行った。泳動は0．5×TBEバッファー、1％アガロー
ス、InitialSwltchTime1秒、FinalSwitchTime5秒、14℃、電圧設定は6V／cm、
8時問の条件で行った。泳動終了後、エチジウムブロマイド溶液で染色した。
定規で分子量マーカーの位置を測定した後、加水分解溶液（0．25MHCl）に30
分、変性溶液（1．5MNaOH、0．5MNaCl）で30分づつ浸透した。次いで、0．4
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M　NaOH溶液でHybond　N＋メンブレンにトランスファーを一晩行った。トラ
ンスファーを行ったメンブレンは2×sscで洗浄後、2－iiの方法に従ってハ
イブリダイゼーションおよび検出を行った。
1－3一拠．サブクローニングおよびシークエンス解析
　　　インヒビンα鎖およびアクチビンβBについて、3－iiのサザンブロッ
トハイブリダイゼーションで検出されたバンドの中から幾つかを選び、プラス
ミドベクターpUC119あるいはpHSG399にサブクローニングを行い、塩基
配列を決定した。
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Table皿一1　Phosphoric　aci（i　buffer
NaCl
Na2HPO4
KCl
KH2PO4　（pH7．4）
137mM
8．1mM
2．68mM
1．47mM
Table皿1－2　L　buffer
Ths－HCl（pH8．0）
EDTA
NaCl
10mM
100mM
20mM
Table皿一3　HZnd　III　reaction　bufer
1×BSA
Tris－HICl（pH7．5）
NaCl
10mM、
50mM
Table皿一4　SOB　medium
Triptone
Yeast　Extract
Naα
KCl
2％
0．5％
10mM
2．5mM
76
Table皿520×SSC
NaC1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　175。3g
Sodium　citrate（Kanto　Chemica1、Japan）　88．2g
dH20to　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lOOO　mρ
Aωust　the　pH　to7．O　with　NaOH．
Table皿一6　Pl　buffer
Tris－Hα（pH8．0）
EDTA
RNase　A
50mM
10mM
100　μg／m1
Table皿一7　P2buffer
NaOH　　　　200mM
SDS　　　　　　1％
Table皿一8　QBT　buffer
NaCl
MOPS（pH7．0）
Isoproparlol
Triton　X－100
750mM
50mM
15％
0．15％
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Table皿一g　QC　buffer
NaCl
MOPS　（pH7．0）
Isopropano1
1．OM
50mM
15％
Table皿1－10　QF　buffer
NaCl
Tris－HC1（pH8．5）
Isopropanol
1．25M
50mM
15％
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∬．結果
H－L　サザンブロット解析
　　　ニジマスBACライブラリーのスクリーニングにより、α鎖、βA鎖お
よびβB鎖それぞれ3、5および2個のクローンが得られた。これらのクロー
ンについてサザンブツロト解析を行った（Fig．皿一1）。
II－1－i．α鎖
　　　制限酵素BamHIを用いて完全に消化したものでは、約24kbおよび
7kb、EcoRIを用いたものでは、約12kbおよび11kb、班nd皿を用いたもの
では、8kbおよび7kbの分子サイズのDNA断片とのハイブリッドのバンドが
認められた。
1－1－ii．βA鎖
　　　制限酵素BamHIを用いて完全に消化したものでは、約20kbおよび
18kb、EcoRIを用いたものでは、約9kbおよび3kb、Hind皿を用いたもの
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では、約3kbおよび2．5kb、Sa11を用いたものでは、約40kb、30kbおよび
23kbの分子サイズのDNA断片とのハイブリッドのバンドが認められた。
H－1一狙．βB鎖
　　　制限酵素BamH　Iを用いて完全に消化したものでは、約23kb、20kb
および1kb、EooRIを用いたものでは、約21kbおよび20kb、H1ηd皿を用い
たものでは、約12kb、7kbおよび2kbの分子サイズのDNA断片とのハイブ
リッドのバンドが認められた。
II－2．遺伝子の構造解析
∬一2－i．インヒビンα鎖
　　　サザンブロットの結果より、Ba塑HIで消化した約7kbの断片および
HfndIIIで消化した約8kbの断片につい七サブクローニングを行い塩基配列の
解析を行ったところ、これらのクローンは1763bpのインヒビンα鎖遺伝子を
コードしていた（Fig．皿一2）。
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H－2－ii。インヒビン（アクチビン）βB鎖
　　　サザンブロツトの結果より、BamH　Iで消化した約1kbの断片、Hlnd．
皿で消化した約7kbおよび2kbの断片についてサブクローニングを行い塩基
配列の解析を行ったところ、これらのクローンは約8kpのインヒビン（アクチ
ビン）βB鎖遺伝子をコードしていた（Fig．皿一3）。
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　　　　　　　　　　　　　　　第四章
　ニジマスインヒビンα鎖、アクチビン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖
　　　　　　　　　　　　　の発現組織の同定
1．材料および方法
　　　本実験に用いた器具、試薬等は、RNaseの混入を可能な限り防ぐため
のに、乾熱滅菌が可能なもの（ステンレス、ガラス等）については、250℃で
1時間乾熱滅菌を行い、不可能なもの（プラスチック等）については、5％の過
酸化水素水中に10分間浸した後、二炭酸ジエチル処理水で良く濯いでから使
用した。試薬等については、RNA専用のものを使用し、希釈などの際には二
炭酸ジエチル処理水を使用した。
1－1．RNAプローブの調製
　　　リボヌクレアーゼプロテクションアッセイに用いたRNAプローブは、
ニジマスインヒビンα鎖については第二章一1－1でクローン化したものを、ア
クチビン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖については3’末端側の約150bp
および約300bpを、内部標準としてβ一アクチンをそれぞれを用いた。RNAプ
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ローブの作成は、Riboprobe⑧fn祠跡o　transcription　systems（Promega、
U．S．A．）（Table　IV－1）を用いて行った。
1－1－i．鋳型DNAの調製
　　　α鎖については、第二章一1－1でクローン化したプラスミド10μgを
制限酵素Sph　I（Biolabs、U．S．A．）あるいはNoo　I（TOYOBO、Japan）を
用いてTable　IV－2に示す反応液（1．5醜容微量遠心チューブ）で2時間反応
後、第二章一王一1－viと同様の方法で一本鎖状の断片を切り出し精製後、RNA
プローブの作成の際の鋳型DNAとした。
　　　βA鎖およびβB鎖については、第二章でクローン化したcDNAの塩
基配列を参考に3’側の非翻訳領域の部分を増幅できるようなプライマーを設定
し（Table　IV－3、IV－4）、それぞれのcDNAを含むプラスミドを鋳型にTable　IV
－5、Iv－6に示す反応系でPcR反応を行い、第二章一1－1－viと同様の方法で目
的断片を切り出し精製後pGEME⑭一T　Easyを用いてサブクローニングを行った。
これらのサブクローンをα鎖と同様の処理を施しRNAプローブの作成の際の
鋳型DNAとした。
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　　　β一アクチンについては、サケβ一アクチン（Rogers　eムa1．，1997）の
塩基配列を参考に約280bpを増幅できるようなプライマーを設定し（Table　IV
－7）、第二章一1－1－iHb）で抽出したニジマス染色体DNAを鋳型にTable　IV－
5、Iv－6に示す反応系でPCR反応を行い、第二章一1－1－viと同様の方法で目
的断片を切り出し精製後pGEME⑪一T　Easyを用いてサブクローニングを行っ
た。これらのサブクローンをα鎖と同様の処理を施し、RNAプローブの作成
の際の鋳型DNAとした。
1－1－ii．標識RNAプローブの作成
　　　RNAプローブの標識は、［α一32P］UTP（Amersham　Phamacia
Biotech、U、S．A）を用いて、Riboprobe⑧fn糎廿o　transcription　systemsで
行った。
　　　1－1－iで調製した一本鎖のDNAを鋳型にTable　IV－8に示す反庵系
（0．6掘容微量遠心チューブ）において37℃で1時間保温した後、反応液に10U
のRQI　RNase－free　DNaseを加えさらに37℃で15分問保温した。次いで、
反応液の0．5倍量の7．5Mの酢酸アンモニウムと2．5倍量の100％のエタノー
84
ルを加え、転倒混和し、一70℃で30分間冷却した。冷却後15，000回転、4℃
で20分問遠心し、合成されたRNAを沈殿させ左。上清をマイクロピペットを
用いて除去し、500μ1の70％のエタノールを加え軽く撹搾した後、15，000回
転、4℃で5分間遠心した。上清をマイクロピペットを用いて除去し、5分問
風乾した後、10μ1の二炭酸ジエチル（Wako　Pure　Chemical　Industries，
Japan）処理水を加え、氷水中にてRNAの沈康を完全に溶解させた。
　　　未反応の［α一32P］UTPの除去にはM［crocon肱100（Amicon、U．S．A．）
を使用した。溶解後の合成RNA全量をMicrocon－100のサンプルリザーバー
に入れ、専用のキャップをはめ、濾液チューブに取り付け、2，400回転で15
分間遠心した。遠心後、Microcon－100を遠心機から取り出し、キャップを取
り外したサンプルリザーバーを上下を反転させ、回収チューブに取り付け、
2，400回転で30秒間遠心した。遠心後、回璽チューブに回収されたサンプル
をRNAプローブとした。
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1－2．RNA試料の調製
1－2－i．供試魚
　　　東京水産大学大泉実験実習場にて継代飼育されているニジマス（0．
mfkfss）（魚体重1．1kg）を用いた。
1－2－ii．全RNAの抽出
　　　第二章一1－1－ii一（a）の方法に準じて、100mgのニジマス各種臓器（血液、
脳、心臓、筋肉、脾臓、腸、腎臓、肝臓、卵巣および精巣）からTotal　RNA
の抽出を行った。
1－3．リボヌクレアーゼプロテクションアッセイ
　　　リボヌクレアーゼプロテクションアッセイは、RPA皿脳（Ambion、
U．S．A．）（Table　IV－9）を用いて行った。
卜3－i．RNAプローブと全RNAのハイブリダイゼーション
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　　　反応は0．6me容微量遠心チューブで行った。1－2で抽出した各種臓器
の全RNAを20μgと1－1で調製した各種（α、βA、βBおよびβ一アクチ
ン）アンチセンスRNAプローブを各2ngづつ混合した。反応液の0．1倍量の
5M酢酸アンモニウムと2．5倍量の100％エタノールを加え、転倒混和後、一80℃
で15分間冷却し、15，000回転、4℃で15分間遠心し、RNAプローブと全RNA
を共沈させた。上清をマイクロピペッターで完全に除去し、500μ1の70％エ
タノールを加え、軽く転倒混和し沈渣を洗浄した後、軽く遠心を行った。上清
をマイクロピペッターで完全に除去し、5分問ほど風乾した後に、10μ1の
！｛ybridization皿bufferを加え、沈渣をbufferに溶解させ、軽く遠心を行っ
た。次いで、95℃で3分間保温した後、再度良く混ぜ沈渣を完全に溶解させ、
軽く遠心を行い、42℃で12時間保温した。
1－3－ii．RNaseによる一本鎖RNAの消化
　　　42℃で12時問保温し、軽く遠心した、3－iのサンプルにRNase
digestion皿bufferで100倍に希釈した150μ1のRNaseA／RNaseTI　mtx
を加え、37℃で30分間保温した、保温後、225μ1のRNase
87
inactivation／precipitation皿solution　を加え、転倒混和した後に、一20℃
で20分問冷却した。次いで、15，000回転、4℃で15分問遠心後、上清をマイ
クロピペッターで完全に除去し、70％エタノールを500μ1加え、軽く転倒混和
し沈渣を洗浄した後、軽く遠心を行った。上清をマイクロピペッターで完全に
除去し、5分間ほど風乾した。風乾後、8μ1のGelloadingbuffer丑を加え、
沈渣を溶解させ、95℃で3分問保温後、再度良く混ぜ沈渣を完全に溶解させ、
氷水中で冷却した。
1－3－m．アクリルアミドゲルによる二本鎖RNAの分離
　　　アクリルアミドゲル電気泳動には、ラピダス・二連ミニスクラブ電気
泳動装置（Atto、Japan）を使用し、ゲルの作成にはLong　RangerTMを用いた。
アクリルアミドゲルは、Table　IV－10に示す組成で第二章一5－iと同様の方法
で作成し、泳動には1×　TBEバッファーを使用した。
　　　ゲル板を泳動装置に設置し、250Vの定電圧で30分間プレランを行っ
た。次いで装置の電源を切り、ウェルの部分に析出した尿素をマイクロピペッ
ターで洗い流し、3－iiで調製したサンプルをウェルに注入した。250vの定軍
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圧で1時間泳動した後、ゲルを3枚重ねた3MM濾紙（Whatman、U．K．）の
上に写し取り、表面をサランラップ（旭化成工業、Japan）で覆った。
1－3一拉．標識RNAプロビブの検出
　　　標識RNAプローブの検出は、MACBAS1000（富士フィルム、Japan）
を使用した。
　　　3一血のゲルとIP（富士フィルム、Japan）の白い方の面を向かい合わ
せに張り合わせカセットの中で1時間感光させた後l　MAC唐AS1000を用い
て、標識RNAプローブの発する放射線を可視化した。
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Table　IV－1Riboprobe⑧∫n雌rotranscription　systems
RNApolymerase（T7／SP6）（20U／μ1）
Transcription　optimized5×buffer
Recombinant　RNasin⑪ribonuclease　inhibitor（20Uμ1）
DTT（100mM）
RQl　RNase－free　DNase（1U／μ1）
Each　ofunlabeled　rNTPs（10mM）
500u
500μ1
2，500U
200μ1
110U
50μ1
Table　IV－2　Reaction　solution
DNA
10×　　Rbaction　buffer＊
Enzyme
dH20to
20μ9
10μ1
10U
100μ1
＊10×　　ReactiOn　buffer
for八ヒo　I：500mMTris－HC1（pH7．5），100mM　MgC12，
　　　　　　　　　　10mM　Dithiothreito1，1，000mMNaC1）．
for　Sph　I　l100mMTris－HCl（pH7．5），100mM　MgC12，
　　　　　　　　　　10mM　Dithiothreitol）
Table　W－3　Primers　forPCR
5LTCTTGCTCTCCCATCACACA－3’
5響一GAGACTGACTGACCTG－3’
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Table　IV－4　Primers　for　PCR
5LCCACCTTCGTCAGAGT－3’
5▼一CACATGCATACACAGC－3’
Table　IV－5　PCR　sol擾tion
Takara　Ex　TaqTM（Takara、　Japan）
10×　PCR　buffer＊
dNTP　mixture（each2．5mM）
DNAtemplate
Pr㎞er　up
P且merdown
dH20to
1．25U
5μ1
8μ1
100ng
O．5μM
O．5μM
50μ1
＊10×　PCRbuffer：100mMTris－HCl（pH8。3），500mM　KC1，20mM　MgC12
Table　IV－6　Cycle　profile　of　PCR
Denaturation
Regeneration
Extension
94℃
45℃or55℃＊
72℃
30sec．
30sec．25cycles
30sec．
＊45℃：βA，55℃：βB，β一actin．
Table　IV－7　Primers　for　PCR
5㌧TCCTTCTGCATCCTGTCAGCG－3’
5㌧TTTGAGCAGGAGATGGGCACC－3’
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Table IV-8 Reaction solution 
Transcription optimized 5 x buffer 
DTT 
Recombinant RNasinR ribonuclease inhibitor 
ATP, GTP and CTP(2.5mM each) * 
Tarnplate DNA 
E oc-32P] UTP 
T7 or SP6 RNA polymerase 
dH20 to 
4!L1 
2lL1 
llL1 
4~Ll 
2!Lg 
5!tl 
1!tl 
20 !L 1 
*Prepare by mixing I volume deionized water with I volurne of each of 
the 10mM ATP, GTP and CTP stocks. 
Table IV-9 RPA m'" 
Hybridization EI buffer I m~ 
RNase digestion ID: buffer 15 m~ 
RNase inactivation/precipitation ID: solution 22.5 m~ 
Gel loading buffer II 1.4 m~ 
RNase A/RNase T1 mix* 300 kL 1 
5M Arnmonium acetate I m~ 
*A mixture of 250U/m~ RNase A and l0,000U/mQ RNase T1. 
Table IV-10 Acrylamide gel solutron 
Urea 
Long Ranget" 
10X TBE 
dH20 to 
7 . 2g 
1.5 m~ 
1.5 m~ 
15 m~ 
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1．結果
　　　RNAプローブ合成のためのサブクローンの塩基配列の解析を行ったと
ころ、α鎖およびβA鎖については、Sa11で消化後丁7RNAポリメラーゼで
cRNAを合成した場合に、アンチセンスのRNAが合成されることが確認され
た。5B鎖およびβ一actinについては、八ヒolで消化後Sp6RNAポリメラー
ゼでcRNAを合成した場合に、同様にアンチセンスRNAが合成された。これ
らのサブクローンから合成されるcRNAのサイズは、α鎖は429bp、βAは
152bp、βBは311bp、β一actinは281bpであった。
　　　ニジマス各種臓器（血液、脳、心臓、筋肉、脾臓、腸、腎臓、肝臓、
卵巣および精巣）の全RNAを20μg用い、各種（α、βA、βBおよびβ一ア
クチン）アンチセンスRNAプローブをそれぞれ2ng用いてリボヌクレアーゼ
プロテクションアッセイの結果はFig．Iv－1に示した。
　　　α鎖およびβA鎖は、卵巣および精巣の全RNAとアンチセンスRNA
プローブのハイブリッドのバンドが確認された。一方、βB鎖は、脳、心臓、
筋肉、脾臓、腸、肝臓、卵巣および精巣の全RNAとアンチセンスRNAプロ
ーブのハイブリッドのバンドが見られた。
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ポジティブコントールのβ一actinは、血液、脳、心臓、筋肉、脾臓、腸、腎臓、
・肝臓、卵巣および精巣の全RNAとアンチセンスRNAプローブのハイブリッ
ドが確認された。
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　　　　　　　　　　　　　　第五章
ニジマスインヒビンα鎖、アクチビン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖
　　　　　　の生殖腺（精巣、卵巣）での発現量の季節変化　　　　　　曳
1．材料および方法
　　　以下に記す実験に用いた器具、試薬等は第四章と同様に、RNaseの混
入を防ぐための処理を施した。
1－1．RNAプローブの作成
　　　使用したRNAプローブは、第四章一1と同樺の方法で作成した。
1－2．RNA試料の調製
卜2－i．供試魚
　　　東京水産大学大泉実験実習場にて継代飼育されているニジマス（0．
mfklss）を用いて本実験を行った。試料の採集は、1996年3月から1996年12
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月にかけて毎月1回行い、2年目の雌3尾と1年目の雄3尾からそれぞれ卵巣
あるいは精巣を採取した。
1－2－ii．全RNAの抽出
　　　第二章一1－1－ii一（a）の方法に準じて、採取した卵巣および精巣100mg
から全RNAの抽出を行った。
1－3．リボヌクレアーゼプロテクションアッセイ
　　　　リボヌクレアーゼプロテクションアッセイは、RPA皿TM
U．SA）を用いて、第四章一1－4の方法に準じて行った。
（Ambion、
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II．結果
　　　生殖腺（卵巣および精巣）を採取した個体の体長・体重・生殖腺重量・
肝臓重量および生殖腺対指数（体重に占める生殖腺重量の割合）をTable　V－
1に示した。
　　　各月の個体の生殖腺から採取した全RNA20μgに対して、各種（α、
βA、βBおよびβ一アクチン）アンチセンスRNAプローブをそれぞれ恥g用
いてリボヌクレアーゼプロテクションアッセイを行った結果はFig．V－1およ
びV－2に示した。
　　　β一actin、α鎖、βA鎖およびβB鎖のバンドの放射線量を計測し、β
一actinの放射線量を1としたときのα鎖、βA鎖およびβB鎖の放射線量の割
合を算出し、各月間の全RNA量の誤差を補正した（Table　V－2）。この処理
は各サンプルにおける全てのmRNAの発現量に対してのβ一actinの発現量が
一定であると仮定し、β一actinの発現量を1とした時のα鎖、βA鎖およびβ
B鎖の発現量を相対的に評価するための処理である。
α鎖およびβB鎖の発現量は卵巣および精巣共に、特に時期による変化は認め
られず、低レベルの発現が持続的に観察された。βA鎖の発現は精巣において
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はα鎖およびβB鎖と同様であったのに対し、卵巣では5月をピークに一過性
の顕著な増加が観察された。
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　　　　　　　　　　　　　第六章
ニジマスインヒビンα鎖、アクチビン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖
　　　　　　の生殖腺（精巣、卵巣）での発現細胞の同定
1．材料および方法
　　　以下に記す実験に用いた器具、試薬等は第四章と同様に、RNaseの混
入を防ぐための処理を行った。
1－L　RNAプローブの調製
　　　fn　sfぬハイブリダイゼーションに用いたRNAプローブの作成は、DIG
RNAlabeHng　kit（BoehringerMannheim、Germany）（Table　W－1）を用
いて行った。
1－1－i．鋳型DNAの調製
　　　第四章一1－1－iと同様の方法で調製した一本鎖DNAをRNAプローブ
作成の際の鋳型DNAとした。
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1－1－ii．標識RNAプローブの作成
　　　RNAプローブの標識は、ジコキシゲニン（d．igoxigenine；DIG）でラ
ベルされたUTP（DIG－UTP）を用いて、DIG　RNAlabeHngkit（Boehringer
Mannheim、Germany）で行った。
　　　1－1－iで調製した一本鎖のDNAを鋳型にTable辺一2に示す反応液
（0．6醜容微量遠心チューブ）を用いて37℃で2時間保温した後、反応液に20U
のRNase－free　DNase　Iを加えさらに37℃で15分間保温した。次いで、2
μ1の2M　EDTA（pH8．0）、2．5μ1の4M塩化リチウムおよび75μ1の100％
のエタノールを加え、転倒混和し、一70℃で30分問冷却した．冷却後15，000
回転、4℃で20分間遠心し、合成されたRNAを沈殿させた。上清をマイクロ
ピペットを用いて除去し、500μ1の70％のエタノールを加え軽く撹搾した後、
15，000回転、4℃で5分間遠心した。上清をマイクロピペットを用いて除去し、
5分間風乾した後、100μ1の二炭酸ジエチル処理水をと1μ1のRNaseインヒ
ピター加え、37℃で30分間保温しRNAの沈殿を完全に溶解させた。
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1－2．組織切片の作成
1－2－i．供試魚
　　　東京水産大学大泉実験実習場にて継代飼育されているニジマス（0．
mfkfss）を用いて本実験を行った。試料の採集は、1996年3月から12月まで
毎月1回行い、2年目の雌3尾、1年目の雄3尾からそれぞれ卵巣あるいは精
巣を採取した。
1－2－ii．組織の固定および包埋
　　　ホルムアルデヒド固定液（Table　W－3〉中で4℃で12時間固定後、60％
エタノール中で20分間を2回、95％エタノール中で50分間を2回、100％エ
タノール中で50分間を1回、の脱水処理を4℃で行い、さらに、100％のエタ
ノール中で4℃で12時間脱水を行った。脱水後の組織をキシレン（WakoPure
Chemical　Industries、Japan）』に移し、キシレンを1時間ごとに3回交換
し、さらにキシレン中で4℃で12時問放置した。次いで、この組織を60℃に
保温したパラフィンに2時間浸した。この操作を3回繰り返し、組織にパラフ
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インを浸透させ、包埋した。
1－2－m．切片の作成
　　　各パラフィンブロックについて、それぞれ連続したパラフィン切片（5
μm）を取り、切片を2％の3一アミノプロピルトリエトキシシラン（Kanto
Chemica1、Japan）を塗布したスライドガラス上に貼り付けた。その後37℃
で4時間乾燥させ、4℃で保管した。連続した切片の内1枚にヘマトキシリン
ーエオシン染色を施し、残りについて加sf加ハイブリダイゼーションを試み
た。
1－3．加s1加ハイブリダイゼーション
　　　以下の操作は、基本的に染色バットを用いて室温で行った。それぞれ
の溶液にスライドガラスを浸し、ピンセットを用いてスライドガラスを10回
程度上下に動かした後、所定の時間静置した。次いで、ピンセットを用いてス
ライドガラスを溶液から引き上げ、染色バットの内壁でスライドガラスに残っ
ている溶液を良く切った後に、次の染色バヅトに移した。
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1－3－i．脱パラフィン処理
　　　1－2で作成した組織切片をキシレン中で5分間浸し、組織からパラフ
ィンを除いた。上記の操作を3回繰り返した。次いで、100％エタノール中で5
分間浸すことを3回繰り返した後、90％エタノール、80％エタノール、70％エ
タノール、50％エタノールの順にそれぞれ5分間浸した。さらに、PBSバッフ
ァー（Table　W－4）中で10分間浸した。
1－3－ii．タンパク質分解酵素処理
　　　プロティナーゼK（Wako　Pure　Chemical　Industries、Japan）を5μ
g／漉の濃度で含むPBSバッファー中で15分間浸し、タンパク質分解酵素処理
を行った。次いで、PBS一グージンバッファー（Table　Vi－5）で10分間浸した
後、PBSバッファー中に3分間浸した。再度、PBSバッファー中で3分間浸
した。
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1－3－m．アセチル化処理
　　　スターラーに乗せた500麗容量のビーカーに400並のアセチル化バッ
ファーである100mMトリエチルアミン（WakoPure　ChemicalIndustries、
Japan）を入れた。この中にタンパク質分解酵素処理を行ったスライドガラス
を15分間浸した。次いで、スターラーで良く撹搾しながら、無水酢酸（Wako
Pure　Chemical　Industries、Japan）をマイクロピペットを用いて5分間かけ
て1醜（10秒毎に33μ1）滴下し、さらに15分間撹枠した後、4×　SSC中
に10分間浸した。再度、4×　SSC中で10分間浸した。
1－3ヨv．ハイブリダイゼーション
　　　42℃に保温したプレハイブリダイゼーションバッファー（Table　W－6）
にアセチル化処理を行ったスライドガラスを浸し、30分間保温した。次いで、
スライドガラスを染色バットから取り出し、キムタオル（クレシア、Japan）
の上に並ベプレハイブリダイゼーションバッファーを拭き取った。スライドガ
ラス上の組織切片を覆うように、卜1で作成したそれぞれのアンチセンスRNA
プローブ（ネガティブコントロールはセンスRNAプローブ）を1μg／麗の濃
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度で含むハイブリダイゼーションバッファー（Table　U－7）をマイクロピペッ
トで100μ1程度滴下した。組織切片を充分カバーできる大きさに切ったパラ
フイルム（Americannationalcan・U・S・A）で空気が入らないようにピンセ
ットを用いて、滴下したハイブリダイゼーションバッファーを覆った。このス
ライドガラスを角シャーレ（日水製薬、Japan〉で作成した湿潤箱に入れ、角
シャーレをビニールテープで密封し、42℃で16時間反応させた。
1－3－v．洗浄
　　　予め42℃に保温しておいたプレハイブリダイゼーションバッファーに
ハイブリダイゼーション後のスライドガラスを浸し、42℃で20分間保温した。
同様の操作をさらに2回繰り返した。次いで、37℃のNTEバッファー（Table
VI－8）に浸し、37℃で5分間保温した後、RNaseA（KantoChemica1、Japan）
を20μg／並の濃度で含む37℃のNTEバッファーに浸し、37℃で30分間保
温した。さらに、37℃のNTEバッファーに浸し、37℃で5分間保温した。最
後に、42℃に保温しておいた0．1×　SSC中で42℃で20分間保温した。同様
の操作をさらに2回繰り返した。
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1－3－vi．標識RNAプローブの検出
　　　DIGで標識されたRNAプロrブの検出は、DIGnucleicacid　detection
kit．（BoehringerMannheim、Germany）を用いて行った。
　　　洗浄後のスライドガラスをTNバッファー（Table　VI－9〉に1分間浸
した。次いで、ブロッギングバッファー［ブロッキングリージェント（DIG
nucleic　acid　detection　kit）を終濃度が1％になるようにTNバッファーに溶
解したもの］に30分間浸した後、再度、，5分間TNバッファーに浸した。スラ
イドガラスを染色バットから取り出し、キムタオルの上に並べTNバッファー
を拭き取った。スライドガラス上の組織切片を覆うように、TNバッファーで
500倍に希釈した抗一DIG－AP標識抗体を150μ1滴下し、溶液を均一に広げて
30分問静置した。静置後、TNバッファーに15分問浸した。再度、TNバッ
ファーに15分間浸した後に、TNMバッファー（Table　VI－10）に2分問浸し
た。スライドガラスを染色バットから取り出し、キムタオルの上に並べTNM
バッファーを拭き取った。スライドガラス上の組織切片を覆うように、TNM
バッファーで50倍に希釈したNTB／BCIP界トック溶液を150μ1滴下し、溶
液を均一に広げて暗箱中で12時問静置した。・12時間後、スライドグラスを反
106
応停止バッファー（Table　W－11）に10分問浸し発色反応を停止した。次いで、
スライドガラスを染色バットから取り出し、キムタオルの上に並べ反応停止バ
ッファーを拭き取った。スライドガラス上の組織切片を覆うように、90％グリ
セロール（Wako　Pure　Chemical　Industries、Japan）を滴下し、カバーグラ
スを被せ、検鏡した。
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Table　VI－1　DIG　RNA　labeling　kit
NTPlabeHng　mtxture＊　　　　　　40μ1
10×Transchption　buffer　　　　　　　40μ1
DNase　I，RNase－free（10U／μ1）　20μl
RNase　inhibitor（20U／μ1）　　　　　　20μl
RNA　polymerase（T7／SP6）（20U／μ1）20μ1
＊10×　concentrationNTPlabehngmixtu．re　containing10mMATP，10mM
CTP，10mM　GTP，615mMUTP，3．5mM　DIG－UTP，pH7．5．
Table　VI－2　React圭on　solution
NTP1abe宜ng　mbζture　　　！
10×Transcription　buffer
RNase　inhibitor（20U／μ1）
Template　DNA
RNA　polymerase（T7／SP6）
dH20to
2μ1
2μ1
μ1
1μ9
1μ1
20μ1
Table　W－3　Formaldehyde　ftxation　buffer
Formaldehyd．e（35％）（Kanto　Chemica1、Japan）
Sodium　phosphate　buffer＊to
57．14mO
500mρ
＊Sodium　phosphate　buffer
Na2HPO4（1M）28．85mρ
NaH2PO4（1M）21．15m£
dH20to　　　500mρ
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Table VI -4 PBS buffer 
NaC1 
Na2HP04 
lOOmM 
lOmM 
Table VI-5 PBS(Glycine) buffer 
NaC1 
Na2HP04 
Glycine 
100mM 
10mM 
2 mg/mQ 
Table VI-6 Prehybridization buffer 
Hormamide (Kanto Chemical. 
2x SSC 
Ja pan) 50% 
Table VI-7 Hybridization buffer 
Hormamide(Kanto Chemical. 
2x SSC 
tRNA 
Sonicated salmon sperm DNA 
BSA 
Dextran sulfate 
Ja pan) 50% 
1 ~Lgl fL1 
1 kLglkL1 
1 lLgl!tl 
1 O% 
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Table　VI－8　NTE　buffer
NaCl
Tris－HIC1（pH8．O）
EDTA
500mM
10mM
lmM
Table　VI－9　TN　buffer
NaCl
Tris－HC1（pH7．0〉
100mM
150mM
Table　Vト10　TNM　buffer
NaCl
Tris－HCl（pH9．5）
MgCl2
100mM
100mM
50mM
Table　VI－11　Stop　reaction　buffer
Tris－HC1（pH8．0）
EDTA
10mM
lmM
110
H．結果
∬一1．精巣
H－1－i．月次的精巣の組織学的特徴
　　　3月および4月に採集した個体では、精原細胞を入れた包嚢が精巣を
占めていた（Fig．VI－1－a）。6月の精巣には精原細胞に混じって少数の精母細
胞が出現し始め、7月から9月にかけて採集した個体の精巣では、多数の精母
細胞が観察できるようになった（Fig．V［一1－b）。10月採集個体の精巣の精小
葉には精母細胞の他、多数の精細胞が見られた（Fig．VI－1－c）。11、12月
に採集した個体の精巣では、精小葉は精細胞で占められていた（Fig．VI－1－d）．
∬一1－ii．6月に採取した精巣における発現細胞
　　包嚢問の問質細胞にα鎖、βA鎖およびβB鎖のmRNAとハイブリダ
イズしたDIG標識アンチセンスRNAプローブの免疫酵素反応による発色が局
在して観察された（Fig．V［一2）。その反応の強さと分布には、季節性は認めら
れなかった。
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H－2．卵巣
E－2－i．月次的卵巣の組織学的特徴
　　　　3月から5月にかけて採集した個体では多くの卵は卵黄胞期にあり、
周辺仁期の卵が少数混在していた（Fig．W－3－a）。6月から8月にかけて卵は
ほとんどが卵黄球期にあり、その直径も大きい。卵の周辺には発達した濾胞組
織も観察できた（Fig．V1－3－b）。ごく少数の周辺仁期卵を見ることもあった。
9月および10月採集個体の卵巣は大きな直径を持つ卵で満ち、それらは卵黄
が豊富なため切片不良で詳細な観察ができなかったが、核移動期、成熟期、ま
たは完熟期にあると思われた。それらを取り巻く濾胞組織もよく発達していた
（Fig．VI－3－c）。11月採集した個体の卵巣は排卵後であった。卵数が少なく、
それら卵のほとんどが卵黄球期卵で、間質の結合組織は厚かった（Fig．W－3－
d）．12月採集個体の卵巣では再び、周辺仁期、卵黄胞期、卵黄球期にかけて
の卵が観察できた（Fig．W－3－e〉。
H－2－ii．　6月に採取した卵巣における発現細胞
濾胞組織の萸膜細胞層に、α鎖、βA鎖およびβB鎖のmRNAとハイブリダ
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イズしたDIG標識アンチセンスRNAプローブの免疫酵素反応による発色が局
在して観察された（Fig．V［一4）。しかしながら、その反応の強さと分布に、季
節性はなかった。一方、細胞質にマクロファージが観察できる退縮しつつある
卵では、強いα鎖、βA鎖およびβB鎖の反応が穎粒細胞層に観察できた。
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第七章
考察
1．ニジマスインヒビンおよびアクチビン遺伝子の構造解析
1－i　．ニジマスインヒビンのα鎖
　　　ニジマスインヒビン印鎖cDNAの塩基配列および塩基配列から推定さ
れるアミノ酸配列をヒトインヒビンα鎖（Burt　and　Law、1994〉のものと比
較し、その結果をFig．m－1に示した。両者問の相同性は、塩基配列で50％、
アミノ酸配列で43％であった。また、成熟タンパク質領域において、塩基配列
で53％、アミノ酸配列で60％の高い相同性が認められた。さらに、アスパラギ
ンー結合型の糖鎖の付加（Elbein、　1987）が予測されるコンセンサスな配列
（N－X－S　or　T）、前駆体タンパク質から成熟タンパク質が切り出される際に必
要なアルギニンに富む領域（Douglass　er　a1．、1984）および成熟蛋白質内に・
存在する7個のシステイン残基は完全に保存されていた。糖鎖の付加が予測さ
れるコンセンサスな配列は、成熟タンパク質内に1カ所、前駆体タンパク質側
に1カ所存在し、前者はインヒビンの生理活性に、後者はインヒビンα鎖が正
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しい立体構造をとり、適切なプロセッシングを受けるためにそれぞれ必要であ
ると考えられた（Gray　and　Mason、1990）。成熟タンパク質内に存在する7
個のシステイン残基の内6個は、単1分子内でのジスルフィド結合を形成し、
インヒビンα鎖の立体構造を維持し、残る1個のシステイン残基は2分子間で
ジスルフィド結合を形成し、ダイマーの形成を担っている（Daopin　e亡証、
1992；Schlunegger　e亡a1．、1992）。これらのモチーフの保存性から両者のタ
ンパク質が互いに良く似た立体構造を取っているものと考えられた。以上のよ
うに、ヒトインヒビンα鎖の塩基配列およびアミノ酸配列との高い相同性（特
に成熟タンパク質領域において）および種々のモチーフの保存性などから、今
回単離されcDNAはニジマスインヒビンα鎖をコードしているものと推定され
た。
　　　既に報告のある、ヒト（Burt　and　Law、1994）、ブタ（Mayo　eむ飢、
1986）、ウシ（Forage　e亡孤、1986）およびニワトリ（WangandJohnson、
1993）のインヒビンα鎖アミノ酸配列を比較するとヒトとブタ間で50％、ヒ
トとウシ問で48％、ヒトとニワトリ問で100％、ブタとウシ間で87％の相同性
がそれぞれ認められ、ヒト・ニワトリ型とブタ・ウシ型に大別することができ
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た。ニジマスインヒビンα鎖のアミノ酸配列は、ヒト・ニワトリ型と成熟タン
パク質領域で60％、全体では43％、ブタ・ウシ型に対しては成熟タンパク質領
域で50％、全体では35～36％の相同性がそれぞれ認められた（Fig．皿一2）。こ
のことよりニジマスインヒビンα鎖はヒト・ニワトリ型のものにやや近いもの
であることが明らかとなった。しかし、N末端側の約50アミノ酸残基の領域
においてニジマスとピト・ニワトリ型間では17％、ブタ・ウシ型では36％の相
同性がそれぞれ認められ、この領域についてはヒト・ニワトリ型より、むしろ
ブタ・ウシ型のものにやや近いものであった。このような部分的な相同性の逆
転は、魚類のインヒビジα鎖を元にそれより高等な生物のインヒビンα鎖が派
生したために、モザイク的なアミノ酸配列の保存が起こったのではないかと考
えられた。
　　　ニジマスBACライブラリーより単離されたニジマスインヒビンα鎖遺
伝子の構造は、200bpのイントロンを含む2エクソンと1イントロンで構成さ
れていた（Fig．皿一3）。ヒトインヒビンα鎖が約L7kbのイントロンを含む2
エクソンと1イントロンで構成されており（Burt　and　Law、1994）、基本的
なエクソン・イントロン構造は保存されていた。ニジマスインヒビンα鎖のイ
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ントロンはヒトのものに比較して極端に短くなっていることが明らかとなった。
魚類のような下等脊椎動物から高等脊椎動物になるに従いイントロンが長くな
る傾向は、他の機能性タンパク質（トランスフェリン等）（Hironoand．Aoki、
1995）においても確認されている現象である。このようなイントロンの冗長化
はその生物のゲノムサイズに反映されると考えられている。短いイントロンは
コンパクトなゲノムを産み出す、即ち、ヒトのゲノムサイズが3，000Mbであ
ると言われているのに対し、魚類であるフグのゲノムサイズは400Mb（Bremer
e亡a1．、1993）と1桁小さなものになる。魚類のコンパクトなゲノムサイズは
偏に短いイントロンに起因しており、エクソンのサイズには大きな変化は無い
ものと考えられている（Brenner　e亡飢、1993）。従って、脊椎動物のゲノム
解析のモデル生物という観点からみた場合、コンパクトな魚類のゲノムサイズ
は大きなアドバンテージとなる。しかし、昨今の塩基配列解析機器の急速な大
型化、高速化の影響オその優位性の影が薄くなっているのもまた事実である。
1－ii．ニジマスインヒビン（アクチビン）のβA鎖
　　　ニジマスインヒビン（アクチビン）βA鎖cDNAの塩基配列および塩
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基配列から推定されるアミノ酸配列はヒトのインヒビン（アクチビン）βA鎖
（Masonθ亡a1．、1986）と、それぞれの相同性は、塩基配列で60％、アミノ酸
配列で60％であった。また、成熟タンパク質領域においては、塩基配列で76％、
アミノ酸配列で80％の高い相同性が認められた。さらに、ニジマスのインヒビ
ン（アクチビン）βA鎖においてアスパラギンー結合型の糖鎖の付加が予測さ
れるコンセンサスな配列、前駆体タンパク質から成熟タンパク質が切り出され
る際に必要なアルギニンに富む領域および成熟蛋白質内に存在する9個のシス
テイン残基は完全に保存されていた。糖鎖の付加が予測されるコンセンサスな
配列は、前駆体タンパク質側の2カ所に存在し、これらはインヒビン（アクチ
ビン）βA鎖が正しい立体構造をとり、適切なプロセッシングを受けるために
必要であると考えられた（Gray　and　Mason、1990）。成熟タンパク質内に存
在する9個のシステイン残基の内8個は、単1分子内でのジスルフィド結合を
形成し、インヒビン（アクチビン）βA鎖の立体構造を維持し、残る1個のシ
ステイン残基は2分子間でジスルフィド結合を形成し、ダイマーの形成を担っ
ている。これらのモチーフの保存性は両者のタンパク質が互いに良く似た立体一
構造を取っているものと考えられた。以上のように、ヒトのインヒビン（アク
118
チ『ン）βA鎖の塩基配列およびアミノ酸配列との高い相同性、および種々の
モチーフの保存性などから、今回単離されcDNAはニジマスのインヒビン（ア
クチビン）βA鎖をコードしているものと考えられた。
　　　今回単離されたニジマスのインヒビン（アクチビン）βA鎖は既知の
生物のインヒビン（アクチビン）βA鎖と比較して特徴的な変異が認められた。
その変異は、プロッセッシングを受ける約20アミノ酸残基上流に存在した（Fig．
孤一5）。この領域において、ヒトでは、リジン9残基、グルタミン酸8残基の
計17残基、マウスでは、リジン9残基、グルタミン酸5残基の計14残基、
ニワトリでは、リジン8残基、グルタミン酸8残基の計16残基、イモリでは、
リジン6残基、・グルタミン酸6残基の計12残基で、リジンおよびグルタミン
酸が非常に多いのが特徴である。一方、ニジマスでは、リジンは無く、グルタ
ミン酸が4残基あるのみであった。高等脊椎動物においてこの領域がリジンお
よびグルタミン酸が豊富に存在する部位であると同時に、その存在数が種が高
等になるに従って増加傾向にあることも、これらの生物を比較することによっ
て明らかとなった。このようなある特定のアミノ酸残基の増加傾向が単なる偶
然のことなのか、あるいは、リジンおよびグルタミン酵を増やす方向に積極的
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に鱗く何らかの選択圧がかかったのか現時点では不明である・しかし・リジン
とグルタミン酸は、20種類存在する必須アミノ酸の中でアルギニンとアスパラ
ギン酸に次いで3番目と4番目に親水性の強いアミノ酸であること、この領域
の極近傍（約20アミノ酸残基下流）に成熟タンパク質が切り出されるための
プロセッシング部位が存在していること等から、この領域がプロセッシング部
位をタンパク質の表面に提示することを促している可能性が推測され、このた
めにリジンおよびグルタミン酸を増加させる方向に選択圧がかかったものと推
測された。
1一斑．ニジマスインヒビン（アクチビン）のβB鎖
　　　ニジマスインヒビン（アクチビン）βB鎖cDNAの塩基配列および塩
基配列から推定されるアミノ酸配列をヒトのインヒビン（アクチビン）βB鎖
（Masom　e亡a1．、1989）との相同性は、塩基配列で64％、アミノ酸で76％で
あった（Fig．W－6）。また、成熟タンパク質領域においては、塩基配列で82％、
アミノ酸配列で87％と高い相同性を示した。さらに、ニジマスのβB鎖におい
てアスパラギンー結合型の糖鎖の付加が予測されるコンセンサスな配列、前駆
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体李ンパク質から成熟タンパク質が切り出される際に必要なアルギニンに富む
領域および成熟蛋白質内に存在する9個のシステイン残基は完全に保存されて
いた。糖鎖の付加が予測されるコンセンサスな配列は、前駆体タンパク質側に
2カ所存在し、これらはインヒビン（アクチビン）βB鎖が正しい立体構造を
とり、適切なプロセッシングを受けるために必要であると考えられた（Gray
and　Mason、1990）。成熟タンパク質内に存在する9個のシステイン残基の
内8個は、単1分子内でのジスルフィド結合を形成し、インヒビン（アクチビ
ン）βB鎖の立体構造を維持し、残る1個のシステイン残基は2分子間でジス
ルフィド結合を形成し、ダイマーの形成を担っている。これらのモチーフの保
存性はニジマ不およびヒトのタンパク質が互いに良く似た立体構造を取ってい
るものと考えられた。以上のように、ヒトインヒビン（アクチビン）βB鎖の
塩基配列およびアミノ酸配列との高い相同性、および種々のモチーフの保存性
などから、今回単離されcDNAはニジマスインヒビン（アクチビン）βB鎖を
コードしているものと考えられた。
　　　ニジマスBACライブラリーより単離されたニジマスインヒビン（アク
チビン）のβB鎖遺伝子は、約6．Okbのイ．ントロンを含む2エクソンと1イ
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ントロンで構成されていた（Fig．～腔7）。ヒトインヒビン（アクチビン）のβ
B鎖とエクソンとイントロンの構成は同一で（BurtandL＆w、1994）、ニジ
マスにおいても基本的なエクソン・イントロン構造は保存されていることが明
らかとなった。しかし、α鎖において認められたイントロンの極端な短縮は認
められず、イントロンの冗長化という現象は、普遍的なものでは無いものと推
測された。
1一短．ニジマスインヒビン（アクチビン）の系統解析
　　　本実験で解析したニジマスおよび既知のインヒビンα鎖、βA鎖およ
びβB鎖の成熟タンパク質領域において、それらの塩基配列のアライメントは、
ClustalW（Thompson　e亡a1．，1994）法および系統樹はPHYLIP（Felsenstein、
1989）を用いてUPGMA法（Sokal　and　Michener、1958）により作成した
（Fig．皿一8）。アウトグループにはヒトTGF一β1（lch∬o　e‘a1．、1991）の成
熟タンパク質領域を使用した。
　　　α鎖、βA鎖およびβB鎖はそれぞれ独立の分岐を形成し、それぞれ
の分岐に異なる鎖が混じることは無かった。．このことは、互いに良く似た構造
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を持『つα鎖・βA鎖およびβB鎖が共通の祖先から分化し・既に魚類の段階で
は分離独立していたものと考えられた。また、それぞれの分岐内では、魚類の
分岐とその他の生物の分岐が形成される傾向が認めらた。このことは、魚類へ
の進化の段階で大きな塩基の変異が起こり、高等脊椎動物への進化においては
比較的小さな変異しか起こらなかったためではないかと推定された。
H．ニジマスインヒビンおよびアクチビン遺伝子の発現
H－i．発現組織
　　　リボヌクレアーゼプロテクションアッセイの結果か．ら、ニジマスにお
けるインヒビンおよびアクチビンの主要な発現組織は、mRNAのレベルにおい
て精巣と卵巣であった。α鎖およびβA鎖は、卵巣と精巣のみで認められた。
βB鎖は卵巣と精巣で発現が認められ、また低レベルではあったが、脳、心臓、
筋肉、脾臓、腸および肝臓でも発現が認められた。卵巣および精巣での発現は、
インヒビンおよびアクチビンがろ胞刺激ホルモンの制御因子（Fukuda　e亡a五，
1987）であることを考慮すれば当然な結果と言える。また、脾臓などの魚類に
おける造血器官で発現が認められたことから、マウスのアクチビンが血球細胞
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の分牛を誘導することが、既に、明らかにされており（Broxmeyer　e亡aム1988；
Siozakiθ亡a1。、1989）、ニジマスのアクチビンも同様の機能を有しているもの
と考えられた。
　　　ニジマスのインヒビンα鎖およびインヒビン（アクチビン）βA鎖は、
mRNAのレベルにおいて卵巣および精巣等の生殖腺でのみ発現が認められたの
に対し、ニジマスのインヒビン（アクチビン）βB鎖の発現はそれら以外にも、
脳、心臓、筋肉、脾臓、腸および肝臓で認められた。このことより、ニジマス
におけるインヒビンおよびアクチビンサブユニットの主要な発現は、βB鎖で
あり、α鎖およびβA鎖の発現は生殖腺に限られたものであることが推測され
た。この事実は、哺乳類などにおいて全体的にβA鎖遺伝子の発現量が多いと
いう報告（Meunire　eむ証、1988）と相反する結果となった。しかし、ウナギに
おいて精子形成の初期段階での最終的な刺激物質がアクチビンBであることが
確認されている（Nagahama　e亡a1．、1994）ことなどから、魚類においてはβ
A鎖とβB鎖遺伝子の発現が逆転している可能性も推測された。
II－ii．発現細胞とその役割
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　　　主要な発現組織である卵巣および精巣での発現細胞を加sf亡uハィブリ
ダイゼーションを用いて調べたところ、卵巣では、α鎖、βA鎖およびβB鎖
遺伝子の発現がろ胞組織の萸膜細胞あるいは穎粒膜細胞で観察され、精巣では
α鎖、βA鎖およびβB鎖遺伝子の発現が包嚢間の間質細胞に反応が局在して
観察された。
　　　リボヌクレアーゼプロテクシヨンアッセイを用いて測定した卵巣およ
び精巣におけるα鎖、βA鎖およびβB鎖遺伝子の1年を通した発現量の変化
と生殖腺の成熟度合いを示す生殖腺対指数の変化をFig．皿一9およびFig．～咀一
10に示した。生殖腺対指数の値から本実験で使用したニジマス個体群は10月
から12月にかけて性成熟のピークを迎えることが示唆された。α鎖およびβB
鎖遺伝子の発現量は卵巣および精巣共に、年問を通して大きな変化は観察され
ず、低レベルな発現が認められるのみであった。βA鎖遺伝子の発現は精巣に
おいてはα鎖およびβB鎖遺伝子と同様であったのに対し、卵巣では5月をピ
ークに一過性の顕著な増加が観察された。従って、ニジマスの生殖腺成熟の過
程でインヒビンおよびアクチビンは一定の低いレベルでの産生がそれぞれの生
殖腺細胞で持続し、βA鎖のホモダイマーであるアクチビンAは5月前後の卵
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巣での産生が一時的に増加するものと考えられた。
　　　ニジマスは、夏から秋にかけて卵黄蓄積を行い、冬に排卵するが、卵
巣内の卵母細胞の発達段階は同期していて、排卵時にはほとんど全ての卵が排
卵される。卵黄蓄積中は、9月から12月をピークに卵胞でテストステロンお
よびエストラジオールー17βが盛んに産生され、血中濃度が上昇する。この時
期肝臓ではエストラジオールー17βにより卵黄タンパク質前駆体が作られ、血
液中に分泌された後、卵黄タンパク質として卵黄内に取り込まれ、卵黄球内に
蓄積される。卵黄蓄積が完了するにつれてエストラジオールー17βの産生量は
減少する（Lou　e亡a1．、1984）。これらのステロイドホルモンの増減にインヒビ
ンおよびアクチビンが直接関わっている可能性は低いと思われる。唯一考えら
れるのは、5月前後のアクチビンAの一時的な増加が9月以降のステロイドホ
ルモンの増加を促している可能性がある。しかし、アクチビンAがステロイド
ホルモンの増加を直接調節していると考えると5月という時期は早尚と思われ
る。従って、アクチビンAがステロイドホルモンの調節を行っているとしても
直接的なものではなく間接的なもgではないかと推測される。アクチビンの哺
乳類等における卵巣内での作用は、穎粒膜細胞培養系においてろ胞刺激ホルモ
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ンで刺激されたアロマターゼ活性（Xiao　e飽L、19901Xiaoand　Findlay、1991；
Hutchinsonαa1．、1987；Mro　eむa1．、1991）、黄体形成ホルモンの結合部位
数（Suginoe‘a乙、1988）、プロゲステロン産生量（Suginoeむ証、1988；Xiao
e亡a1．、1990；Xiao　and　Findlay、1991；Miro　e亡a1．、1991）をいずれも増加
させる。これらのことは、アクチビンが穎粒膜細胞を分化誘導させ、卵胞の発
育に促進的に働くことを示唆している。従って、ニジマスにおいてもアクチビ
ンAが卵巣成熟の極初期の段階にろ胞組織で産生され、ろ胞組織自体の分化誘
導を促し、その後のステロイドホルモンの産生を結果的に促しているものと推
測された。
　　　精巣におけるインヒビンおよびアクチビンの働きにうては、具体的な
推測はできないが、α鎖およびβA鎖遺伝子が精巣の間質細胞で特異的に発現
していることから何らかの役割を担っていることは明らかだと思われる。
皿．今後の課題
　　　ニジマスにおける生殖腺でのインヒビンおよびアクチビンの働きを解
明するためには、それらのレセプターおよびアクチビンと特異的に結合するホ
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リス．タチンなどの解明が必須である。これらの分子のクローニングおよび構造
解析はニジマスの生殖腺成熟の理解をさらに深めるものと思われる。また、イ
ンヒビンおよびアクチビンとそれらレセプターの相互作用および生殖腺内での
それら分子の作用機序を加v伽oの系で観察するために、穎粒膜細胞あるいは
間質細胞の培養系の確立も必要であろう。さらに、生殖腺で産生されたインヒ
ビンおよびアクチビンの下垂体へのフィードバック作用を加耐voの系で観察
するためには、高感度のイムノアッセイ系を確立し、それら分子の血中濃度を
測定する必要がある。これらの実験のためには、ニジマスインヒビンおよびア
クチビンのリコンビナントタンパク質を作成し、それぞれに特異的な抗体の作
成が欠かせない。
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要約
（1）ニジマスにおけるインヒビンおよびアクチビン遺伝子の構造およびそれら
の生殖腺成熟における役割を分子生物学的手法を用いて解析した。
（2〉ディジェネレイトPCR法により、ニジマスのインヒビンα鎖、アクチビ
ン（インヒビン）βA鎖およびβB鎖の一部の塩基配列が単離された。
（3）ニジマス卵巣cDNAライブラリーについてスクリーニングを行ったところ、
それぞれのcDNAが単離された。これらのクローンから推定されるアミノ酸配
列は、ヒトのα鎖、βA鎖およびβB鎖とそれぞれ約43％、60％および76％の
相同性が認められ、特に、成熟タンパク質領域では、それぞれ約60％、83％お
よび87％と高い相同性が認められた。また、これらのタンパク質分子内に存在
するいくつかのモチーフ（糖鎖の付加が予想されるコンセンサスな配列、スプ
ライシングを受けるアルギニンリッチな領域、システイン残基等）は良く保存
されており、本研究で単離されたcDNAがそれぞれのタンパク質をコードして
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いることが示唆された。
（4）遺伝子の構造解析の結果、α鎖は約200bpのイントロンを含む約1．8Kb、
βB鎖は約6，000bpのイントロンを含む約8Kbであった。これらの遺伝子は
2エクソンと1イントロンの構造よりなっていた。
1（5〉’
B鎖遺伝子はほとんどすべての組織で広く発現が認められたのに対し、
α鎖遺伝子およびβA鎖遺伝子の発現は、卵巣および精巣等の生殖腺にのみ発
現が認められた。
（6）年問を通した生殖腺におけるそれぞれ遺伝子の発現量の変化は、精巣にお
いては顕著な発現量の変化は認められず、卵巣において、4月、5月をピーク
とするβA鎖遺伝子の一一時的な発現量の増加が観察された。
（7）生殖腺における発現細胞を調べたところ、精巣では包嚢を取り囲む間質細
胞に、卵巣では穎粒膜細胞や葵膜細胞において、rα鎖、βA鎖およびβB鎖の
　　　　　　　　　　　　　　　　130
発現が確認できた。
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subunit　mRNA
tissue α βA βB
ovary
testis
Placenta
hypophysis
adrenal
myeloid．
spleen
kidney
brain
spinal、
十十十
　十十
　　十
　十十
　十十
　十
　十
十十
　十
　十十
　　十
十十十
　十
十十
　十
十
十
十十
　十
　十
　十
Table　I－2　Genes　with　activin　derived
ene reference
gooseoOld
M挟。1
X茄わoxl
X互』m－1
．M：oD
C＝ノun
XFKHl
X㎜卜8
Xb襯
（Cho　e亡a1．，1991）
（Rosa。，1989）
（Cho　and　Robertis，1990）
ぐrairaθ亡a1．，1992）
（RuppandWeintraub，1991）
（Momoi　e亡a1．，1992）
（Di：rksenαa1．，1992）
（Christianθオa1．，1991）
（Smithθオa1．，1991）
H
（h
P
Co
1：MLLLLHLLPAvLPASALGSCTGAGADRQLvLAKvRARvLEHLSPPAM－QE－pQKDvRRvH58
1：MLLLLHLLPAvLPASALGS（TGAGADRQLvLAKvMRvLEHLsPPAM－QE－pQKDvRRvH58
1：MwPQL　L　L　L－L　LAPRSGHG一（QGPE　LDRE　LvLAKvRAL　FLDALGPPAvTG　EGGDPGVRRLP　58
1：MWLQL　L　L　L－L　LAPQGGHG一⊂HG　L　E　L　DRE　LVLAKVRAL　F　L　DALG　PPPVTG　E　GG　DPGVRRL　H　58
　＊　　＊＊＊　　＊　　＊＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　＊　＊＊＊　　＊　　　＊＊＊
59：RRDvLEE－vEvPPE－EQEDTSQvILFPSTDvP（：一EPTQPDKLL－E－EEGIFTYLFQPSAH　113
59：RRDvL　E　E－vEvPPE－EQEDTsQvlL　FPSTDvPc－E　PTQpDKLL－E－E　EGI　FTYL　FQpSAH　113
59：RRHAvGGFMRRGSEPEEEDvSQAエLFPATGARCGDEP酪GELAREAEEGLFTYvFRPSQH118
59：RRHAvGGFMRRGSEPEDQDvsQAILFP麟GASCGDEPDAG一一一EAEEGLFTwFQPsQH114
　　＊＊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　＊　　　　＊　　＊＊　　＊＊＊＊　　　　　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　＊＊＊　　＊＊＊　　＊　　＊＊　　＊
114：ALSRTLTSAQLwFYSG一一一PSAAPNHSAP－AvLTLSPQGRvPwATASRTPEH凹vFD167
114：ALSRTLTSAQLWFYSG一一一一PSAAPNHSAP一一AVLTLSPQGRVPVVATASRTPEHWTVFD　167
119：TRsRQvAsAQLwFHTGLDRQG㎜N∬GPLLDLLAL∬RGPvAvPMsLGQAPPRwAvLH178
115：TRsRQvTSAQLwFHTGLDRQETAAANssEPLLGLLvLTsGGPMPvPMsLGQAPPRwAvLH　174
　　　　　＊＊　　　　　　＊＊＊＊＊＊　　　　＊　　　　　　　　　　 ＊＊　　＊　　＊　　＊　　　　　　　＊　　＊　　　　　　＊　　　　　　＊　　　　　　　　　　　　＊　　　　＊　　＊
168：FG　PDAL　PQLAQPL　FvL　LvRc　PGc　Pc　LADG　DKMP　F　LvATTRAK一一AAG－RARRS一一Av一一P　2z②
168：FGPDALPQLAQpLFvLLvR（PG（P（LADGD嗣PFLvA下rRAK一一AAG－RARRS－Av－P22②
179：LAASALPLLTHPVLVLLLRCPL（SCSARPEATPFLVAHTRARPPSGGERARRSTAPLPWP　238
175：LATSAFPLLTHPVLALLLRCPLCS（STRPEATPFLVAHTRAKPPSGGERARRSTPPLPWP　234
　　　　　　　＊　　＊　　＊　　　　＊　　　　　　＊＊　　＊＊＊　　＊　　＊　　　　　　　　　　　　＊＊＊＊＊　　＊＊＊　　　　　　　　　＊　　＊＊＊＊＊　　　　　　　　　　＊
2z1：wSPAALsLLQRPSEDvAAHTN（RRAsLNlsFEELGwDNwlvHPsSFvFHYcHGN（二A一一EG　278
2z1：wSPAALsLLQRPsEDvAAHTN（RRAsLNlsFEELGwDNwlvHPssFvFHY（HGN（A一一EG　278
239：wSPAALRLLQRPPEEPAvHADCHRASLNISFQELGwDRwlvHPPSFI　FHYCHGG（GLPTL　z98
z35：wsPAALRLLQRPPEEPAAHAD（HRAALNISFQELGwDRwlvHPPsFIFYY（HGG（GLsPP　294
　　　＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊　　＊　　　　＊　　＊　　　　＊　　＊＊　　＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊　　＊＊　　＊　　＊＊＊＊　　＊
279：HGLSHRL－G一一一一一vQ一一一L一一一一一一（cAALPGTMRsLRvRTTsDGGYSFKYETvPNILA　323
279：HG　LSHRL－G一一一一一VQ一一一L。一一一一一（（AALPGTMRSLRVRTTSDGGYS　FKYETVPNI　LA　323
299：PNLPLSvPGAPPTPvQPLLLvPGAQP⊂CAALPGTMRSLRvRTTSD（ヨGYSFKYETvPNLLT　358
295：QDLPLPvPGvPPTPvQpLsLvPGAQp（（AALPGTMRPLHvRTTsDGGYSFKYEMvPNLLT　354
　　　　　＊　　　　　　　　　 ＊　　　　　　　　　　＊＊　　　　　　＊　　　　　　　　　　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊　　＊
324：QD（T（v
3z4：QDCT（v
359：QHCACI
355：QHCA（1
　　　＊　＊　＊
Fig．H－1　Comparison　of　amino　acid　sequences　of　inhibinα
chicken，pig，cow．The　same　amino　acids　are　indicated　as’＊〆，
329
329
364
36②
chains　in　human，
h BA 
m SA 
ch B A 
h SB 
m SB 
ch S B 
170:QSEDHPHRRRRRGLECDGKVNICCKKQFFVSFKDIGWNDWIIAPSGYHANYCEGECPSHI 
Z97:QSEDHPHRRRRRGLECDGKVNICCKKQFFVSFKDIGWNDWIIAPSGYHANYCEGECPSHI 
Z97 : HSEDRQHRRRRRGLECDGKVNICCKKQFFVSFKDIGWSDWIIAPTGYHANYCEGECPSHI 
Z8Z : L - GDSRHRI RKRG L E C DGRTN L CCRQQF F I D FRL I GWNDWI IAPTGYYGNYC EGSC PAYL 
-----RDRIRKRGLECDGRTSLCCRQQFFIDFRLIGWNDWIIAPTGYYGNYCEGSCPAYL 
Z66 : L -ADNKHRIRKRGLECDGRTNLCCRQQFYIDFRLIGWNDWIIAPSGYYGNYCEGSCPAYL 
* * ******* ** ** * *** ****** ** ***** ** 
Zz9 
356 
3s6 
340 
55 
3z4 
h BA 
m SA 
ch S A 
h ~B 
m ~B 
ch S B 
Z30 : AGTSGSSLSFHSTVINHYRMRGHSPFANLKSCCVPTKLRPMSNLYYDDGQNIIKKDIQNM 
3S7 : AGTSGSSLSFHSTVINHYRNRGHSPFANLKSCCVPTKLRPMSMLYYDDGQNIIKKDIQNM 
357:AGTSGSSLSFHSTVINHYRMRGHSPFANLKSCCVPTKLRPMSMLYYDDGQNIIKKDIQNM 
341 : AGVPGSAS S F HTAWNQYRMRG L N P - GTVNSCCI PTKL STMSMLY FDDEYN IVKRDVPNN 
56:AGVPGSASSFHTAWNQYRMRGLNP-GPVNSCCIPTKLSSMSMLYFDDEYNIVKRDVPNN 
3Z5 : AGVPGSASSFHTAVVNQYRMRGLNP-GTVNSCCIPTKLSTNSMLYFDDEYNIVKRDVPNM 
** ** *** * * ***** * *** **** ***** ** ** * * ** 
2 89 
41 6 
416 
399 
ll4 
383 
h ~A 
m ~A 
ch p A 
h SB 
m pB 
ch S B 
Z90 : IVEECGCS 
417 : IVEECGCS 
417 : IVEECGCS 
400 : IVEECGCA 
ll5 : IVEECGCA 
384 : IVEECGCA 
******* 
Z97 
4Z4 
4Z4 
407 
122 
391 
Fig. II -2 Comparison of arnino acid sequences of inhibin(activin) 
human, mouse, chicken. The same amino acids are indicated as 
~ 
e*, 
chains in 
1　　　　TccTGTTAcTccTGTGGAcccAGAcccTGAcccAGGccTGccAGGGGGAcGAGcTGccTc　60
　　LLI』LWTQTLTQACQGDELPR61 　GTGAcGTGGTGTTGGAcTGGTTcA乱AcAGcGccTccTGGATGGGTTAGGGcTGGAGcA㏄　120
121　　ccccGAGcccAGccAccAGGccccTGAcGGGGGGcAGAGAGAGAGcAGAGGcAGGGcGAG　180
181　　GTcAccGGAGATccAccAGGGTAGGGAGGAcAGccTGGGcAcAAGAccAcAGGAGGcATc　240
241　　AccAGGAGAGccATGAGcAAGTcATccTcTTccccAGcTcTGAcTcTAccTGTGATAGcT　300
301　　cAGAcTccccATcAGAGAGAGcGAccAGccAcTTcAccTAcTAcTTccAATccTcccTcG　360
　　DSPSERATSHFTYYFQSSI』D361　　AcAAccAGGAGTcTGccA TAcTTcAGccAATTTcTGGTTcTATGccGGcGAAGGGGccA　420
421　　GcAGGAAcATcAccccTcTcTTccTccTcAcTTcAGAccAGcAGcTccTccAGGTGGcAG　480
　　RN．． ＿■． TPLFI』：LTSDQQL】』QVAE481　　AGT TccGGccAAGAccAcc㏄TGATGGcTGGAccAccTAcc cTTcGAGcAccAccTcc　540
　　FPAKTTADGWTTYHFEEHL工』541　　TcA㏄GcccTGAccc AGGccccTTcG AcTccAGGTGcGcTGccccGccT㏄GAATGcc　600
　　SALTQGPFVLQVRCPACE：（ユH601　　AcGcTAAcGAAGccGAcAAAATGccATTccTccAccT㏄AcAcccGAccTcAcGGcccAG　660
　　ANEADKMPFI』H工』HTRPRGPD661　　 ccGcTccccAcGGcGAGcGGccGccAccATTcccTGGTTcccATcGTccATcGAccTcc　720
　　＿R、S P R、、RAAATIPWFPSSIDLL721　　TGATGcGGccATcGcAGcAGAAGccAGAGTAcAGTGAcTGTcAGcGGGAGATGATcAAcA　780
　　MRPSQQKPEYSD（ユQREM工N．．■781　　TcTcGTTccAGGAGcTGGGcTGGGAcAAcTGGATcGTTcAcccGAGTTcTTTcATcTTcT　840
　　SFQEI』GWDNWIVHPSSFIFY841　　AcTAcTGTcATGGcAccTGcTcGGcTTTGGAccGcAccAcTGcTATTcTGGGGATcAムAc　900
　　YCEGT（＝SAI』DRTTAII』GIKQ901　　AGTGcTGcGcccGGGTcccTGGGAccATGAGGTcAcTAc GTTTAccAcTAcGTcTGAcG　960
961　　GAGGGTAcTccTTTA瓦ATAcGAGAcccTTcccAAcATcATAccAGAGGAGTGcAccTGT且　1020
　　GYSFKYETI』PN工IPEECT（＝11021　TcTAGqcctaaaacctctgagatgqgctccgtttttccaagtaagattaatagttatgct
　　★qgtgtaatCtaggCCagqgCaaCtgtCggagaaaaCCtaggCtagaCCtataaCtgataa
gCCtgtatttqtCatgCaCCaagattatagagCaaaataaagtttgttattqataCagCt
aCaCaagatqCatttttaatCaaaataatttaagaaaCtgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Fig．1－3Nucleotide　and　amino　acid　sequences　ofrainbow　trout　ihhibinαchan．
1　　ACCTTGCATTTCCCAGGAGGCGCAGTGAGCTCCTCAGTGGTGGAGCAGGCCAACGTGTGG　　60
61　　CTCTTCCTCAAGCTGCCAAAGGCGAATAGGAGCAGGACGAAGGTGACAATACGATTGTAT　　120
　1』FLKLPKAN121　　CAGCAGCAGCACCGGCAGAAGACCAAAGCGCCAGGCTTTGCCTTCAACGAGACCCAGGGC　　180
　　QQQHRQKTKAPGFAFNET＿QG181　　GAGGAGGAGGAGTCGGTGTCTGAGAAGATGGTGGACACGAGGCGCAACGGCTG㏄ACACG　　240
　　EE：EESVSEKMVDTRRNGWHT241　　CTCCCCGTGTCGCACAGCATCCAGTCCCTCCTGGACACCGGTGGCAGCGTCATCGATCTG　　300
　　LPVSHSIQSLLDTGGSVID：L301　　CGAGTCTCCTGCCCGCCCTGCACCGAGGCGGGCGCCACACCCATCTTTGTCCAGACCGAG　　360　　RVSCPPCTEAGATPIFVQTE：361　　GGCGA㏄AACCGGGACGAGAGAGGGAACAATCCCACCG㏄CTTTCCTCATGCTCCGTATT　　420
　　GEQPGREREQSHRPFI・MI』RI
421　　GCTGCCCGCACGCAGGAACACACTCGCCGGCGCGCCACACGCGGCCTGGAGTGCGACGGA　　480
　　AARTQEETRRR．ATRGI』E（：DG481　　AAAGT（丑AACATCTGTT㏄AAGCGGCAGTTCTATGTCAACTTCAAGGACATCGGCTGGGAC　　540
　　KVNIC．
541　　GACTGGATCATCGCGCCGCCCGGCTACCACGCCAACTACTGCGAGGGCGACTGCCCCAGC　　600
　　DWIIAPPGYHANYCEGDCPS601　　CACGTCGCCA㏄ATCACGGGCTCTTCGCTGTCTTTCCACTCCACTGTCATCAACCACTAC　　660
　　EVASITGSSLSFHSTV工NHY661　　CGGATGCGAGGCTATGCGCCTTTCCAGAACATCAAGTCGTGCTGCGTGCCAACGGCTCTA　　720　　RKRGYAPFQNIKS（：．一．一CVPTAL
721　　CGCGCCATGTCTATGCTCTACTATAACGAGGAGCAGAAGATCATCAA（…AAGGATATTCAG　　780
　　RAMSMLYYNEEQKIIKKDIQ781　　AACATGATTGTAGAAGAGTGTGGCTGCTCATGAgagaaagacccctgggaagaggccqta
　　NMIVEE（＝GCS★　aCCCtCaaCaaaaCatCCCtttttg99qatCCatgaaaaaattgtgagaCtqaCtqaCCtg
　CCCgttttgtCggattaCCCCgagggqgaaatttgqqaagtCtCttttCCgagattggaaa
　ttqgaaqtCtCttttCaCagattaaaaaaaaaggagaCtaCagaatatatttqtgtgatqg
　gagaqCaaqaqqggaCtaCttatggatCCtgCttCtCgCaCtgCaatqaaCaggtCCCattt
　CCCtgaaaqaaaaaCCCataCatCtgatCaagtattaCCqtgtttttCtttttaatgtttCt
　tCaCaCattatqggtqttttgatttatttttaCatttgtataCaaggaggaagaCttttttt
　CgCaaatttttttgttgttgtttttgtaCaaatgtgCgtCtgtqtttCaqttqtttgttaCt
　gttgagagataCttqaaagaaataggtttgaCCaqCtaCtqgagCCaaaCaCttttataatt
　aataaCaCqttttttttatttttattattattaatatttCtgaaCtattttgtCtttttaCa
　taaaaaaaaataaaaattatgttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
Fig．H－4Nucleotide　a皿d　amino　acid　sequences
　ofrainbowtrout血hibin（activin）βAcha血．
1　　　AccTTTGcc（㎜TGG直GAc（㎜cc㎝恥cTcA（㎜GcTTGcTcTTc（ヨーTc　60
　　TFAGNGDAN、R、．TQEACSSCGI61　　GGTc盈Gcc（＝（ヨ曲（…醜Tc（㎜c盈（㎜c賀TTG赴（一（議cGGTG㎜（㎜T120
　　GQPEESGQVDIDFI』ETVKRH121 　ATc㎜（ヨ㎝GGTTハ㎝（…鳳TG《（葺GG田跳A（玉麹ccc蝕（凱丁恥cc（廼TccT蹴TcccG舳GGcG　180
　　工1』SRLQMRVRPNNTEPIPKAl81　　Gc（三盈TGGTG益cTGc（3c㎜℃（∋㎝cTゑcAcGcGGGTA勘GTGcGc（述（…G蹴購（…ムGT匹　240
　　AMVTALRK1』HAGKVREDGRV241 　（ヨ脇AATccc（ヨA蹴TcTGG盈TGG鳶（廼cGc（…融c（廼（ヨ㎝TGc㎝T（三《cGTGcTGG麹（ヨG㎜Gc　300
　　EIPNLDGHATSNANDVLEES301　　Tc（3GA（≡召丁触Tc《GTTTc（x溢（三盈（恐c盈（…盈TG盈（∋（：：AGGTATc盈Tc（】AAATc（二AGccTGTTc　360
　　SEI工SFAETDEQVSSKSSI』F361　TTcc鳳TcTc（】醜TG孔（∋G㎝c（溢（3c溢ccTGTAcGTGAcc（】AGGc（】麹cccTcTGGcTG420
　　FLISNEGNQHLYVTQATLWL421 　丁盛cTT晒GGcTGcTTcc（踏cAcc（㎜（ユA盈GGGccAGc（3Gハ“（㎜GG瓢c GTc紬G480
　　yLRLLPKTI、DKGΩRRKVTVK480 　GTG田盛cT盛c（廼（∋G融GccTGGc（コT㎜（3cAA（ヨ㎜Gc（コ囎GGムAAAGcGTGTcGAG　540
　　VYYQEPGLGSKWSLVEKRVE541 cTGムA（訥（∋G麹GcGGcTGGcAc八cCTTcccc（㎜c（軸cGcT八Tc（溢（…盈TGGTGTTc（…《G600
　　LKRSGWETFPLTNAIQMVFE601 　A盈GGGcGGccGGcGGcA（掘c（㎜c（撒GcTGTG《GGGcTGcGAGGAccTGGc（3c鵬　660
　　KGGRRQNLDVRCEGCEDLAV661 TTccc（…賀TccTc（3㎜c㎝（㎜c（…盈GTcc（廼㎝GGcc（3㎜盛（3Tc Tハ（二AAGcc720
　　FP工LVNQNDESHRPFLVVQA721　c（∋Gc㎜Gc（3曲（】盈（ヨ㎝（ヨc聰cc（ヨc置Tc盈（3㎝（訥（3GGGGc㎜（虹冊（㎜（ヨ㎝（罰凹r780
　　RQADSKRR工RKRGLECDGAv781 　AGccTTTGcTGc鳶（ヨG㎝（3c盈㎜跳cGTAぬ（m℃ccGc（㎜Tc（3Gc㎜c（熟（πGG　840
　　SLC．．．．．．CRQQFYVTSRL工GWNDW841　A瓢TcGcGccGTcGGGGT盛（一（コ溢cTGc（廼（3㎜（瓢cAGc（3田跳（魏TG900
　　工IAPSGYFGNYCEGNCPAYM901 　GcGGGGGTGcc融GGGTcGGcGTcGTccTTc（廼（二AcT㏄AGT GTcM惣G田Acc（葺㎝TG　960
　　AGVPGSASSFHTAvVNQYRM961　　A（廼（3G（遭TG跳GccccGGcT（】（裂TG舳（】㏄cTG㎜Tccccハc（漁（㎜（ヨc盛c（】盈TG　1020
　　RGMSPGSMNSCCIPTKI』STM1021　TcA烈T cTcT盛（コ鵬（…麹c（…醒TG醜壬恥（凱（遭Tc（㎜（…盈（…盈（議cGTAcc（瓢皿敷猫㏄　1080
　　SMI』YFDDEYNIVKRDVPNM工1081鵬㏄欝K鵬一侯tqagaσヒqcatqヒqσttcaaqtgga硫ttcatga
　　VEECGCA★　　aσatttgtaaaCaagaaaaggatattCCaaaatqaattatagaaatCaaagtgatattta
　　tggaCaattataagqCataaaCacatgCataCaCagσttCattCattCaCaCatatCCta
　　CaCaCtCattCtCaCatatgCCtgaacaaaCaσヒtqtatatatatttatgtttgttaata
　　atattCtσtqgtaqaaaCσヒttttttσttttgCCaaCatatgaaCatgtgattσaatσCC
　　CCaaatggtaσttatCgCattatatσヒtttCCaaqattgCCat七tC七attCtgaaaatgg
　　agagttCtatttCgataσヒCtgaCgaaggtggaにaagagCσtgagattatqaaggag¢q
　　Cgd；tgCtqatagaCaattCCaaaCCaCqCσヒσtCtCaaqaaagtatgagtgCaaaatgt
　　atagtqaaagCσCtgaCaaCtCaCCtCttgtaCaaCttCagCaCttttaCC＆a垣aataσ
　　atCttqtCqatg’しqしCaCaagattCCatttttCtqtaaaaaaaaaaaaaaaa
Fig．H－5Nucleotide　and　amino　acid　sequences
　　ofrainbowtrouth面b血（activ面）βBcha血．
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GGATCCAGAC　CCTGACCCAGGC　CTGCCGGGGG　GACGAGCTGC　CTCGTGACGT　GGワGTTGGAC
TGGTTCAAAC　AGCGCCTCCT　GGATGGGTTA　GGGCTGGAGC　AGCCCCCGAG　CCCAGCCACC
AGGACCCCTG　ACGGGGGCAG　AGAGAGCGCA　GAGGCGGGGC　GAGGTCACCG　GAGATCCACC
AGGGTAGGGA　GGGCAGCCTG　GGCACAGGAC　CACAGGAGGC　ATCACCAGGA　GAGCCA田CAG
CAAG望CATCC　TC田TCCCCAG　CTCTGGTGAg　七gagggtcca　七atccctc七t　七c七cacgc七c
tga七9GCC七9　七tcct七七tCC
aagtgaagtt　tg七ccgatgt
　　　　tccag七gaCC
　　　　GCTCAGACTC
　　　　CCCTAAACAA
　　　　GTGCCAGCAG
　　　　TGGCAGAGTΨ
　　　　ACCTCCTCAG
　　　　AATGCCACGC
　　　　GCCCAGACCG
　　　ACCTCCTGAT
　　　　TCAACATCTC
　　　ACTTCTACTA
　　　　TCAAACAGTG
　　　ACGGAGGGTA
　　　　GTATCΨAGGC
　　　TGTAATCTCT
　　　AGGC田AGACC
　　　AATATTTGTT
　　　　TGGG聖GTGCA
　　　　TATTTTAGAA
　　　　CAAATATATT
　　　　GGAACAATAA
　　　　A八AAACAAAA
　　　　触CCCハACCA
Fig．皿一2
七99七ct七a七t
C CATCAGAG
C GGAGTAT
A CATCACA
TCCGGCCAAG
CGCCCTGACC
TAACGAAGCC
C田 CCCACGG
GC GCCATCG
GT聖 CAGGAG
CTGTCATGGC
T CGCCCGTC
CTCCTTT㎜
CTAAAACCTC
GC GAGCAA
TATAAC「，GAT
AA GATACAG
TGTG田『『CTT
GT　GAAG甲ACA
田 甲 CATGTA
CA AAACACT
CGA八AAAT
TTTCGAAGAA
C c c七cttt
七t七cca ac
tccac七9七ct
GAGAGAGCCA
GCC 響CACCT
CCTCTCTTCC
ACCACCGCTG
CAAGGCCCCT
GACAAAATGC
AGCGGCCG
CAGCAGAAGC
CT GGCTGGG
ACCTGCTCGG
CCCGGGACCA
ヨ日ACGAGACCC
田GA GGGGTC
TTTAGATGTA
A GCCTGTAT
CTACACAAGA
C TCT，ACC
G GGTCTACA
T TCTATGAA
CCAAATAGAA
G AATGAACA
C
ag caagCgC
a aacaac七
g ct七9七t七t
CCAGCCAC雪臼T
AGCCCATTT
TCCTCACTTC
ATGGCTGGAC
TCG田ACTCCA
CA『聲田CCTCCA
CCACCATTCC
C AGTACAG
ACAACTGGAT
CT屡T GACCG
聖GAGGTCACT
TT CC酪CAT
AGTTTTTCAA
ATTTTTTGAA
TTG CATGCA
TACATTTTTT
AAGAGGGC
GTGAAGTAAT
A？T ACTCT
AAATATTGGA
CAGCACACGA
　　　　　　　　　　　　Nucleotid．e　sequence
smametters　ind．icated　the　intron．
tcttcaσtag　tしcactccaa
9七aggt七ac七
七ccagACTC望
ACCTACTAC
CTGGTTCTAC
AGA CAGCAG
CACCTACCAC
GG？GCGCTGC
TGCACACC
CTGGTTCCCA
TGACTGTCAG
AGTTCACCCG
ACCACTGCT
GGTTTACC
CATACCAGAG
AGTAAGATTA
TTCGTTTTTA
CCAAGATTAT
ATTAAAAAAA
AATGCAGACT
CA田CCCAATG
A AGTTGCAA
AT TTAT『TT
CACGATCGTT
σ9 ttcccca
A CTGTGATA
TTCC肱TCCT
GCCGGCGAGG
C　TCCTCCAGG
TTCGAGCACC
CC GCCTGCG
CGACCTCACG
TCGTCCATCG
CGGGAGACGA
AAGGTTCTCA
ATTCTGGGGA
ACTACGTCTG
GAGTGCACCT
GTTATGCTGG
GGGAGCACCT
AGAGCAAAAT
AATACTGAAA
CAGATTAAGG
田C TTCTGTT
AAAACAACTT
甲G ACCGAAT
TCCAG田TTCC
of　rainbow　trout　inhibin
　　　60
　　120
　　180
　240
　　300
　360
　420
　480
　540
　600
　660
　720
　780
　840
　900
　960
　1020
1080
1140
1200
1260
　1320
1380
1440
1500
工560
1620
1680
1740
　　　1763
αgene．The
GGAΨCCTTGA　ACCTTTGCCG　GGAATGGAGA　CGCAAACCGT　AC密（ンAGGAAG　CTTGCTCTTC
GTGTGGCATC　GGTCAGCCCG　AAGAATCGGG　ACAGGTGGAC　ATTGACTTTC　TGGAGACGGT
GAAAAGGCA『臼ATCTTGAGCA　GGT男ACAGAT　GAGGGTAAGA　CCCAACATCA　CCCATCCTAT
CCCGAAGCGG　CGATGGTGAC　TGCGCT田CGG　AAACTACACG　CGGGΨAAAGT　GCGCGAGGAT
GGGAGAGTAG　AAATCCCGA八　TCTGGATGGA　CACGCGACCA　GCAATGCCAA　聖GACGTGCTG
GAGG醐GCτCGGAGAT陥TCAG凹TCGCAGAGACAGg七gtgtaa七七at七gta七a七七aCa
99CaagCtaCCg七t七aC七C七a七七9七a七七aggaaaaaaa七gaacaaataaaaCCaCtも七七a
CgCaaagaCC　aagC七999七a　七99七gCCt二aa　g9七七七99ac七　aaaCattaga　cCaaggtgat
9七agCg宍atCa七tCCCggCCCCgC七aagagCagaaCggC七Ct¢gat七tgaaaataCat七
CaCaaattCCtCaCag七aggcatag七ag七aCCCtaC七七七C七aaatattg七a七att七ata七
七七aaagggta　gggagcatga　aaCCagaaat　Caac七gatgC　g99七七ccatg　catacaggaa
aagtCagセCaaatagcttgaaatataaac七aaaCaaaaCCaaa七9七七gt七七Ctg七tta七C
a七ttataga七9七七七aaaatta七ta枕t七七cccaatc七a七tσ七gcaaacac七七tg99七tat
ttg9七aaCCC　agCgC七9gt七　aaC七ag七9七a　CagaaCaga七　9しttg9七七at　t七七gaCCCag
CCag七七999七　七999七gaata　aCCCaaCatg　七tg9七ttg七t　g七gat七aCCc　aaaCa七99gt
七aa七七七a4CCatCagヒ七99gta七七七七七taσ七C七Ca七gC七999七9gaCCaagCagC七七99C
C七し七t七gaa七　gtaa七cct七a　g99tat七七七C　aggaggCg七g　tCt七aa七tag　9999Cgtg9σ
t七CagC七aa七　七ttattggCC　aCCCatgag七　七七ag9七七a七t　aggatCCcca　一一一一一一一一一
一一一一一一一一 bou七5kBintron　　　　　　　　　　　aagc七tg99a
CCacccagCg　七CtしC七七gaC　gCt七tgtCCa　atagCag七aa　ggtt七七七gaa　aga七9七t七9七
t七acacca七a　七agccaatga　atct七七gtg七
acctt七母aag　gtttaaac七9
cagatgagCA　GGTATCATCC
AGCACCTGでA
TGGACAAGGG
GCAGCAAGTG
TC　CC　C　CTGAC
ACGTGCGCTG
ACGAGTCCCA
TCAGGAAGAG
ACGTAGACTT
GGAACTACTG
CCTTCCACAC
CGTGACCCAG
CCAGCGGAGG
GAGCCTGGTG
C ACGCTATC
TGAG GC田GC
CAGGCCG望田T
GGGGCTGGAG
CCGCCTCATC
CGAGGGCAAC
TGCAGTGGTC
ac七t七七aaca
AAAτC GCC
GC CCC望CT
AAGGTCACAG
GAAAAGCGTG
CAGATGGTGT
GAGGACCTGG
CTAGTCGTAC
TGTGACGGGA
GGCTGGAACG
TGTC AGCG田
AATCAGTACC
t七gtc cc t
gacct七七七CC
TGTTCTTCCT
GGC田GTACTT
TCAAGGTGTA
TCGAGCTGAA
TCGAGAAGGG
CGG田CTTCCC
AGG CCGGCA
GCAGTAGCCT
ACTGGATCAT
ACA7GGCGGG
GG τGAGGGG
t七七t七agcat
tat七ctgttc
GATCTCCAAT
AAGGCTGCTT
CTACCAGGAG
GAGGAGCGGC
CGGCCGGCGG
GATCCTCGTG
AGCGGACAAC
GTGCTGCAGG
CGCGCCGTCG
GGTGCCAGGG
CATGAGCCCC
七gccatactg
C七gtctt七σC
GAGGG醐CC
CCC肱CACCC
CC堅G CCTTG
？GGCACACCT
CAGAACCTGG
AACCAGAACG
AAGCACCGCA
CAGCAGTTCT
GGGTACTTTG
TCGGCGTCGT
GG TCCATGA
　　60
　120
　180
　240
　300
　360
　420
　480
　540
　600
　660
720
780
840
900
960
1020
ACTCCΨGTTG
ACAACATCGT
TTGAGACTGC
TCCAAAATGA
TGCATACACA
ACA酪CAC，T
TCTTT『『GCCA
AA？TCATGTA
GATτGCCATT
AAGAGCCTGA
C田CA八GAAAG
ACTTCAGCAC
GTAAAAAAAA
TCCATGTCAG
GAGGCTGTCA
AAACCTTGAC
CGGGAAGAGT
CATCCCCACC
CAAGAGAGAC
A甲G甲GCTTCA
ATTATAGAAA
GCTTCA？ΨCA
G ATATATAT
A ATATGAAC
GGTGΨCA『TA
TC AT田CTGA
GA T TGAムG
T TGAGTGCA
TTσTACCAAG
AA轟 AAACG
A乱G TGAGC
TCA八 ACC壬G
C，TC CGTTA
CGAC
AAGCTCAGCA
GTACσCAATA
AGTGGACTTT
TC GTGゑT
TTCACACATA
TTATGTT田G田
ATGTGATTCA
TC GAGGGAT
A醜密GGAGAG
GA GTGCGCT
AAA田GTATAG
AAATACATC田
TTTACATT田C
G AACATAAA
GGAGTTTA鷹G
C1磨肇CCワTCCG
CCATGTCAAT
TG TCGTGGA
CATGAACATT
AT TATGGAC
TCCTACACAC
TAATAATATT
A田C CATTTT
TG（ヨAACCゑAA
田TCTAT田TCG
TGCΨGATAGA
GAAAGCCCT
GTCGA田GTG
ACGGGCCAGC
AATT CAΨTC
CT TGATGTG
AATCCT轡TCT
GCTCTACTTC
GGA（…TGTGGゑ
TGTAAACAムG
AATTATAAGG
TCATTCTCAC
CTCTGGTAGA
甲GTGAACA
TGGCA田τATA
ATAC肥CTGAC
CAA聖TCCAAA
GA A八C聖CAC
TCACAムGA田T
ATCCGGAAAT
CAACACACCA
AAACAGTGAC
TGCGTTC
GACGATGAAT
T CGαP雪GAG
磁」GGGATAT
CATAAACACA
ATATGCCTGA
袖CCTTTTTT
TGTGTTTGCA
予CT田TTCCAA
為GGTGGAA
CC CGCCTCT
T TTGTACA
CCATTTTTCT
CAAAATGGCT
TG A 鑑TGCT
AATAGGGAAG
AσACTTTGAA
Fig．皿一3　Nucleotide　sequence　of　rainbow
gene．　The　sma111etters　in（iicate（i　the　intron．
troutinhibin（activin）βB
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Fig, IV-1 Analysis of transcription of inhibin a, inhibin(activin) 
nA and inhibin(activin) n B genes in various tissues by using 
Ribonuclease Protection Assay, 
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Fig. V-1 Analysis of transcription of inhibin c~, inhibin(activin) 
~ A and inhibin(activin) ~ B genes in testis by using Ribonuclease 
Prote ction Assay. 
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Fig, V-2 Analysis of transcription of inhibin a, inhibin(activin) 
~ A and inhibin(activin) ~ B genes in ovary by using Ribonuclease 
Protection Assay, 
(a) 
l:~~i~ 
(b) 
(C) (d) 
Fig. VI-1 Histologicai analysis of the rainbow trout testes from different stages 
(a) April; (b) July; (c) October; (d) November Bar: 0.Imm. 
-' ' -' "' ~'r' ' f ~i(J' , 2 !"L ' 1  f,b"~~$ /' N Ni" '. ' 'f ' J:1~:,:t' :1'!~:~~:~L'IL'tet' 
_ . , 
, , ~e~ 1~~ It ' ~;r~ 
f 
' tl' '. f - " ' f' ' . " 'fl ~~c'~¥~1"~L'::' ~ 'st'= 'i ' 
.' 
 , .~bt. 
I ~ " " "a']:. 
~'･- '~ .& 'if¥, (  J "I' i~' '-'1h_' iL; ' ~'. .~'~t" ~~ ~f ~'~ r f~Lt .. ~; "C~' ::"b c' It~~(' (~;i '~L ~~:1:!" Jt a ,, , Ijf.t~a ~~~'b: ~'~:~･ ~. t I~ F"~ ' 
, . ~ Ll; '] (a) 
t 
:1, 
J * 
, 
(b) 
,~ ~* 
,*.* 
~' '1' 
f "' ' 
a 
al,wr, 
r 
¥' 
~~ ~~: 
..7 I 
'CF'I~t' 
,,~;¥" 
,. . . -
br Q Imrn 
~'~~;, 
$ 
+ ¥;-o. 
( c) (d) 
Fig. VI-2 in situ hybridaization for inhibin and activin subunits 
a, nA and ~B in rainbow trout testes, 
(a) LJsing antisense aprobe; 
(b) LTsing sense a, ~A and ~ B probe(negative controD; 
(c) L.Tsing antisense ~A probe,; 
(d) Using antisene ~B probe, 
Bar: O, Irnrn. 
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Fig. VI-3 Histological analysis of the rainbow trout overies from different stages 
(a) April; (b) July; (c) September; (d) November; (e) December. Bar: 0.Imm. 
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Fig. VI-4 
a, ~A and 
(a) , (b)U sing 
(c) Using 
(d) Using 
(e) Using 
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(e) 
in sftu hybridaization for inhibin and actlvin subunits 
~ B in rainbow trout ovaries, 
antisense aprobe; 
antisense ~A Probe; 
antisense ~B probe; 
e se a, ~A and ~B probe(negative controD, 
Human　inhibin　α
RT　inhibin　α
13皿1』L－LHLI』PAVI』PASALGSCTGAG一一ADR一一Q－1』VLAKVRARVI、EHL－SPPAMQEPQKD　53
13LLLLWTQTLTQACQGDELPRDVVLDWFKQRLLDGLGI、EQPPSPATRPLTGGRERAEAGRG　60
　　　★★★★　 ＊　　★★★　　★　★
543VRRVRRRDVLE－EVEVPPEEQEDTSQVILFPSTDVPCEPTQPDKLLEE：EGIFTYLFQPSA　112
613HRRSTRVGRTA四AQDHRRHHQESHEQVILFPSSDSTCDSSDSPS－ERATSHFTYYFQSSI、119
　　　★★　　★　　　　　　　　　　　　　★★　　　★★★★★★★　★　　★　　　　　　　　　　　　　★★★　★★　★
1133H仙SR皿TSAQLWFYSGPS脚NHSAPA帆皿SPQGRVPWATASR－TPEH㎜FDFGPD
1203DNQESAITSANFWFYAG・一EGASRNITPI』FI』LTSDQQLI』QVAEFPAKTTADG皿TYKFEHH
　　　　　　　　　　★★★　　★★★　★　　　★　　　　　★　　★　　★　★　　　　☆　　　　　　　★　　　★★　　　★
171
178
172：ALPQLAQPLFV：LLVRCPGCPCI、A－DGDKMP皿VATTRAKAAGR－ARR－SA－VPWSPA配LS
17931』1』S肌TQGPFVLQVRCPACECHANEADKMPFLELHTR：PHGPDRSPRR八AATIPWFPSS工D
　　　　★　　　　★　　★　　　　＊★★　　★☆★★　　★　　★　　★　　　　　　★☆★★★★　　　　　　★★　　　　　　　　　★　　　　★★　　　　★　　　　★★　　★
227
238
2283：LLQRPSED▽AAHTNCRR．ASI』NISFEE：LGWDNWIVHPSSFVFHYCHGNCAEGHGLSHRLGV
2393LLMRPSQQKPEYSDCQREMINISFQELGWDNWIVHPSSFIFYYCHGTCSALDRTTAILGI
　　　★★　★★★　　　　　　　 ★　★　　　★★★☆　★★★★★★★★★★★★★★　★　★★★★　★　　　　　　　　 ★★
287
298
288＝Q］』CCAALPGTMRSLRVRTTSDGGYSFKYETVPN工LAQDCTCV
2993KQCCARVPGTMRSLRFTTTSDGGYSFKYETI』PNIIPEECTCI
　　　　　★★★　　　　★★★★＊★★★　　　　★＊★★★★★★☆★★★★　　　★☆★　　　　　　　　★★★
329
340
Fig．、肛一1Comparisonofaminoacidsequences　ofin1五binαchains　inhumanand
　　ra血bow　trout．The　sanle　anゴno　acid　are　indicated　as’＊曾．
OO~~H co~t~r co~irr, C)LhLr) ~t~tN Lp~e~) cocoeO NNN NNLr] CP,ulH ff)nr,,Y) rIHH NNN S,(S,H Lr,Lr)Ln HHH Q,Olh )~:~~~~ <<~ LLLLLl~* ~O-< U,V~l o(o(V)=:~>-,/)vlvlg~ l I oe u!LLLL * >-~>-~ JJ< LLluJo( LLLLLL C~C:~uJ J [ y,L:,L:,* (1)V,~L:,Vc~ HHH* i i o( LPL:~ l~:~ZLL L:,L:,L:,a~ ･VCL LLLLL aeLLluJZ: VL~L:,e~ C~C:~o* vlv)L:, ~~uJ v),1:vl ~ yJyJvl L:7L･V* V)vlvl~~ >>< C~~= <<H O*~vl IJLLJH HHH* <:~>: ~[~~e uLiLJJ< c :~CL~~ t ~ J >~~ ~c(~.~ :::E2:* o( I o( o(aE:H << f >>>* ~cLJt F oe < I I c(o(o,:* hHH J , I VVJ HHH c~:=0e c~:L･O, ~HH ~:~:~:=a~ >><uJ I yJ ===* ulv)O, JJJ~ o,:o(Z: <CLCL VVv) vlHc:) <<J v)O*V) O,:!C:) ~~~:~~~ o(o(cx:a~ >>:::<C::~/) JJV1 cLO-E~ae <>h:~C~C:! JJJ* ~Z~:~ L･VL･~~ HhH*  , Q' JJJ* LLLLL ~~LLJUJV) JJJ e L:,L:7V~~C~O~1) o_CLo_* UJU UJ*i f UJ HHS: CrQ/Cy~~ cL~~~~ I LSLSc3 ~::L- ~e JJ> <<~lJJLLuuua~ LLI~LL L:7LP JP~~ o(,1)H uJuJO ,1)Ll)un JJJ JJJ HHH~ f~f~f~~ <<V<<L/1 O-CL~* CLC~q: L;,uJH c(:~uJ ~ L:?L･::~ zzz -,-*-<HZ H<t/, V,11,H vuv* JJH JJJa~ vl<~<<vl V,vlZ v)vl< CLOL ~ LLLLJ 010,Q.* <<uJ ZZo,: JJo( ~cLCL~~ I I I ~~ <<~1 o~oz:~:<<Cy <<vl uuv~~ LLLLLLae =:rCy c~a::~( <<< ~l]V~UJ JJJa~ LL ,e <<LP uuu* vvu~~ ~Z~ l HHH ~~ C~_C~Oae >>H ~: <<> :~~ EJJ<CyCIO,~~ ~~ -<v, C C O_ L:7uJ E JJ Q,O  [ uuv~  Z::r>-v,V JJJ~~ VIVIUJ ><uJ cx:0::o(* >>>a~ o(c( L JJ~~ I I :  <<~ JJ> >>v, OOu  C~~ l JJ> Ol:~~ ~CyQl l O,:::uJuJLaJC:l J ~ LJJuJ(:/ >>H c2~e(oe* uJ(yO! V,L:,Va~ J~e ><> UJuJO/ CLC~<HH< yJ::)= OC:)~ HHH~e ~z~V) ::=JJLLJJJ* LJJUJ=LLLLLL* >>a* l~~CLae ~CLH U LuuJ* ~C o( o(o(cea~ ~~QEi ;~:~~e CL,~L:, :LJC:~ LuuJoc =:::,~ (yO,~: <> lVVV* vlv)::: JJLLHHH~~ JJJ~~ V?VO OICyZCy:::(y L･L:,c~ <<<* JJJa~ JJa~ ,~~ l vuu~~ oeo(O, cx:ocOV)v,V~* J<>> l I I  L:.V7< <HH ~: V] JJH v,,~ I=::O/ G(o(~ <<v)JJJ~~ >>~:Z  JLL  VLPH C~:L< ] Cy(y< ･C<J LLLLHUILPJ O_~OL* JJ t o,~O,H o,:ceLl, Lf,vl=L:,1J･0~ <:H:1: zc:, l v)V) I I~:~(y L:,L:,~~ V)v)Lu~~~:LL cLO, t >>>a~ o,~0::  ･!:<uJ <<H CL~ l h~Z J~ I JJLL JJ~:I I a( :!::::r~~ ~~~~* Ha* l JJJ* <<h:::=C:a,~aJ CLCLO_se ~vl i J:~ J~~ ==V)JJJa  0::o(o(~~ ,1)V)V)~e >>H JJH JJ fC~~H<･(H L･VvQ JJJ* G(cr:ce~e O-CLV,oe:O/(y : :_~;~~* <~< JLJ I ~== ~H< L･L:,H LLLLLL* cXa(VQla I JJL. CL~C:] vlvl<L:,V,L:,~e o(a::o,:* >>>O*J t oeo(oc:a~ :::=:::~~ >->->~e ~,~< o(oeL:7 ~~~! E HHh* <<h o(o~o::* uuU* ~:~: t >>< LP V L$J. (:1 u~ N HHH ~)LON OLOLO CILh~tOH He)H NLOLO NNN COCOee rr)ff]LO ,~L)oe rtHH HHH NNN NNN tr)Lr]Lr) 
~t(~cs) ~)~o~r rr]rr,nr) 
uvv* >>J 
Hrloe r~r~co Nr¥CO C~1,S~e, Qr)rr,e NN,:i~ Nr~,¥ NNr) eocoel NN~t LrlLr)LO HHrt rfHH NNN NNN Qnrr),Y,HHH ,:3C::L:7 O,:)!: Lf,tl,C3>>H~l~(,X ,(<JCL~=: JJH LPVV~~ 0'O'L:, v)vlvla~ LPL:,yJ <vl ~ JJJ~~ ~O*< ~O-vl LLLLLL* <V, oeG(H uJuJyLla~ 0'0'O'* C::= I~C~l~~~ =:::< O'O'< LLLLLL~~ u･LL>-V)UILL v)v)H ~:~:o( JJ> > H ~:~:~:* JJH <<Lu >- :~ >-f~e H ~ H~~ CL,~!~~~ VL ?oe,:L,~o(hH~~e :~:~;~ >>H =:!:C~ r~:~LP LLLLLL ::IV, I tunV)V HHI UJUJZ:: q:<<a~ LuLL:< I I  L･L:,vl :~~< vlV,< <v) JJJ* uJLuH HH~~ l l< uuu* ::::CL I L;JUJ< I H o(Q(:ceae ZZH UJuJCX: uJuJa( o(o(~l o,~o(o(~~ vL:,v* JJH JJLU ,1)vl< <~:::=::<･!:(~ I iv, vuu* >0(>e~~  i~4~lun HhLL o,:o,:e(ae >>~<<Lf, OOl~ <<uJL:,L:,c:) ==>->>H o(oeCL CLCLV] < < uuv* ~ LLuLLL~e ~C~O'a~ > CL 0'0'O > >>H h~H ~ V >~l>~~5, HHV, ::: LLLJ~LL~~ UVV~ ,(<LLJ CLO*vl>>J <<~ v)[1,V)~e C:~C,LIJ JJJ* uJLJJc~ Ge:oeJo(o(~:~ v)fl)v)~e 0'O'LJJ >>L:7 uuv* VL:,O' HHH* o_~~~~ <<0-JJJ CLc~H 0'O'(y~~ HH:E t I L ->>V, o-CL::] <<J >>>{~ HHH* O'O'C:) ,~e:SC:l1/,vlvl~~ > ::: l E J HHV~ JJH J I J vlv]v~* HHJ ~d~~ ~~~~ ~c~CLa~ c~::,:o( CLO*c~* JJJa~ CL:~~  C::OQ' LLLLLL{~ >>LL ~:~~:~ ~ ~~~ :~e UJUJLU <<~l JJJ~~ <<J ~~:(:~~~ L:,L:,V* ~>~ J i LL HHH~  C~CLa~~ XF~E~a~ JJJ* ~:l~,(~l 1 1 ~ >>>~~ ･C<H ---uJLLJUJd~ LLLLLL C]OLU uJuJO, V)vlV] L:,LPC:~ Cy0,0,* LhV)H<<J V)v)~Ll :::::Z I IZ LLLLLL* >->,F LJPLP hH:! ZZo( <<･~* vlvlV)* L:,L:,V HH ~ ,~C~V)CLl~,1)JJ::HHH~e L!,VV uVO LJJUJUJ* ~ <<9e vuua~ ZZZ* OC~,:: 0,0'O'a~ <L-,~,~Lu JJH V,V)v, l ]o~uJuJ= V)V)yJ VUU~~ Vlvl:~ H~HL:,LJ70_ ~cL VV< <<uJ H  JJJ* LuuJ= <<LIJC~~o( LP ･L~,~ a_oL~~~ o~o(o(* o(o(H vl[1)C:~ ~o_cX V,vl< uvu~~ ~:o(O' >>LL,:~<L:, >>:E :~LL>-LL)~LL,tae o(>'x:>0e>ae* uzVzvc:)~~ o(J~(oe JJ ~2LO' uJuJO~:~~~~ JJO' HHLf)Lf~V)vl JJU >>01 JJLL JJJ* ==)~ o(o(,2E~ >><uJuJ~<<0, I E ~: C)'O'Z>>>,e <<uJ~~:~:UJuJ< H~H ~:LHJJ~ ~~~~ ~~~ee ･(>,:::~CL~IO' L:,L･V JJJ HHH~~ ~CLL:7 ~~,:L* H>>0=::O' C~OL:, JJH 010'O'~~ UJuJO' JJ>JJH o(c~> HH<<<h voV,v)* <<0:~ l t~;o(o~o(* o~D(V)JJJ~F f~OLCL* ･(<<* JJJa~ =:EH ,/)VILIJ 0'O'< o,:c,:o(~~ uuVee JJO'CL~v) 010'Z uuv* * >>v)JJJ~~ JJJ~~ JJQ' JJJ~~ o(a(o(* :~~;~ o~o,:a(~~ ---<<J JJJ~~ 0'O'~~ ZSJ ･･ ･･ ･･ > > = ･･ ･･ ･･ ･･ ･･ ･･ ･･ " " " " " nr]nf)O NN,S1Geooc,1 oeoecl rl rl H ･･ ･･ ･-~!fH rtr!N NN NNrn oOoeel :::H HHH HHH~JN NN ::Uo( ulLr)~C,
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Human　βA13一一一一一一一一一GTARKTLHFEISKEGSDLSvvERAEVWLFLKVPKANRTRTKVTIRLFQQQK　51
RTβA　13一一一一一一…一一TLHFP－GGAVSS－SWEQ㎜肌皿KLPmNRSRTKVTI瓢YQQQ－43
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★★★　　　　　　☆　　★☆★★　★　★★☆嚢★★　★＊★★★　＊★★＊★★★★　★★★
H　　βA　　　523HPQGSLDTGEEAEEVGLKGERSELLI・SE㎜ARKSTWEVFPVSSSIQRLLDQGKSSLDV　111
RT　βA　　　443ERQKTKAPGFAFNE－T－QGEEEE－SVSEKMVDTRRNGWHTI・PVSHSIQSLLDTGGSVIDL　100
　　　　　　　　　　☆　　★　　　　　　　　★　　　　　　★　　　　　　 ★★　　　 ★　　　　　★★★　　★☆　　★　　　　　★★　　　 ☆★★　　★★★　　★★☆　　★　　★　　　 ★
H　　βA　　　　1123RIACEQCQESGASLVLLGKKKKKEEEGEGKKKGGGEGGAGADEEKEQSHRPFLMLQ－ARQ　170
RT　βA　　　1013RVSCPPCTEAGATPIFV一一一一QTE一一一一G－EQ一一一一一一PG－R－EREQSHRPFL皿RIAAR　143
　　　　　　　　　　　★　　　　★　　　 ★　　★　　★☆　　　　　　　　　　　　　　　　　　★　　　　　　　★　　　　　　　　　　　　　　　　★　　　　　★　　★★★★★☆★★★★　　　 ★
E　　βA　　　1713SEDHPHRRRRRGI・E：CDGKVNエCCKKQFFVSFKDエG㎜》WIIAPSGYHANYCEGECPSHエA230
RT　βA　　　1443TQEHTRRRATRGI・ECDGKVNICCKRQFYVNFKDIGWDDWIIAPPGYHANYCEGDCPSHVA　203
　　　　　　　　　　　　　★　　　 ★★　　　 ★★★★★★★★☆★★＊★★　　★☆　　☆　　☆★★★★★　　★★★咽rr彫費　　引r★★★引r★引r★★　　★★★★　　★
H　　βA　　　2313GTSGSSLSFHST▽INHYRMRGHSPFANLKSCCVPTK：LRPMS肌YYDDGQNエIKKDIQNMI　290
RT　βA　　　204＝S　ITGSSLSFHSTVINHYRMRGYAPFQNエKSCCVPTALRAMSMLYYNEEQKI　IKKDIQNMI　263
　　　　　　　　　　　　　★★★★★★★★★＊★☆★★★★★★　　★☆　★　★★★＊★☆☆　★★　★★★★嚢★　　　★　☆★★★★★★★★★
H　　βA　　　2913VEECGCS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　297
RT　βA　　　264＝VEECGCS　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　270
　　　　　　　　　　　★＊★★★＊★
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13一一一一一一一C一一丁一一SC－G－GFRRPEELGRVDGDFLEAVKRHILSRLQMRGRPNITHAVPKA　47
13TFAGNGDANRTQEACSSCGIGQPEESGQVDIDFLET▽KRH工LSRLQMRVRPNNTHPIPKA　60
　　　　　　　　　　　★　　　　　＊　　　　　★　　　　　★★★　　★　　☆★　　★★★咽r　　★★★★★★☆★★★★☆　　★☆☆　　★★　　　　☆★★
483AMVTALRKLHAGKVREDGRVEIPHLDGHASPGA－DGQERVSEIISFAETDGI』ASSRVR：LY
613㎜AI』RKLHAGKVREDGRVEIPNLDGHATSNANDVLEESSEI工SFAETDEQVSSKSSI』F
　　　★★★★☆★★☆★★★★☆＊★★★史★☆★★★　　★★★★★　　　　　★　　★　　　　★　　　　★★★☆★★★★★☆　　　　　★★　　　　　★
106
120
1073FFISNEGNQNLFVVΩASL肌YLKLI』PYV：LEKGSRRKVRVKVYFQEΩGHGDRWNMVEKRVD
1213皿ISNEGNQHLYVTQATLWLYLRLLPNTLDKGQRRKVT▽KVYYQEPGLGSKWSI』VE：KRVE
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